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La Region Wallonne WM/fg 

Beschreibung 

Nukleinsauresonden, die in 5^ (OH) und/oder 3' (OH) chemisch 
modifiziert sind/ urn an diesen Stellen einen Oder mehrere 
nichtradioaktive Marker einzufuhren^ und Verfahren zu ihrer 

Herstellunq 

Die vorliegende Erfindung betrifft nichtradioaktive Nu- 
kleinsauresonden und die ftir die Synthese dieser Sonden 
verwendbaren chemischen Verbindungen . Die Verwendung von 
Nukleinsauresonden zum Detektieren und Diagnostizieren ge- 
netischer Erbkrankheiten, Onkogenen, viralen, bakteriellen 
Oder parasitaren Krankheiten setzt sich mehr und mehr durch 
und findet im klinischen, tiermedizinischen und Nahrungs- 
mittelbereich Anwendung. Diese Sonden sind im allgemeinen 
ADN(DNS)- Oder ARN (RNS) -Einzelstrang-Sequenzen, die in der 
Lage sind, unter bestimmten experimentellen Bedingungen ih- 
re komplementaren Sequenzen wiederzugewinnen und mit sich 
zu hybridisieren, urn stabile Doppelstrange zu bilden. 

Ursprunglich betraf das Nachweis verfahren fur ADN-ADN- oder 
ADN-ARN-Hybride eine radioaktive Markierung: Die Sonde wur- 
de mit einem Radioisotop markiert, am haufigsten mit ^^P, 
und der Nachweis nach der Hybridisierung erfolgte durch 
Auszahlung oder Autoradiographie . 

Bei den mit der Verwendung der Radioisotopen verbundenen 
Nachteilen (Halbwertszeiten, Kosten und Sicherheit) entwik- 
kelte sich mehr und mehr die Vexwendung von "kalten" Sonden 
(die kein radioaktives Element enthalten) . Die kalten Son- 



- 1 - 



den fuhrten zu Nachweistechniken, die hauptsachlich enzyma- 
tische Systeme verwenden, die in Gegenwart eines Substrats 
zur Erzeugung einer Farbe fuhren und in den jiingsten Syste- 
men zur Erzeugung von Licht ( Fluoreszenz, Chemolumineszenz , 
Biolumineszenz) . 

Was die Markierung derartiger Sonden betrifft, konnen die 
Techniken, die verof f entlicht wurden, in zwei groBe Katego- 
rien eingeteilt werden: 

1. Die erste besteht aus dem Koppeln der Sonde an ein di- 
rekt detektierbares Element, zum Beispiel durch kova- 
lente Kupplung eines Enzyms an die Sonde (alkalische 
Phosphatase, Peroxidase) - 

2. Die zweite Kategorie besteht im indirekten Nachweis des 
Hybrids: Um dies durchzuf uhren, bedient man sich Zwi- 
schenprodukten, die auf der Sonde fixierte Einheiten 
wiedererkennen. Es handelt sich hauptsachlich um Syste- 
me, die auf der sehr starken Wechselwirkung zwischen 
Biotin und Avidin oder Streptavidin beruhen, wobei das 
Avidin oder das Streptavidin an ein Enzym konjugiert 
sind. Dieser Ansatz erfordert die Insertion eines oder 
mehrerer Biotine in die Nukleinsonde . 

Die auf dem Einsatz kalter Sonden basierenden Techniken, 
die auf dem direkten oder indirekten Nachweis beruhen,. be- 
notigen daher auf der Sondenebene chemische Modif ikationen 
in der Oligonukleotidkette, um ihre Markierung zu erm5gli- 
chen. 

Die Oligodesoxyribonukleotide, die chemische Funktionen wie 
primare Amine oder Thiole tragen, die die Kupplung mit va- 
riierenden Reagenzien ermoglichen, wurden in der Literatur 
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beschrieben. Die Einfuhrung dieser Gruppen kann entweder 
uber eine Oder mehrere Basen oder eines der 5'- Oder 
3'-Enden des Oligodesoxyribonukleotids erfolgen. Chemische 
Modifikationen auf der Ebene der Basenkette haben den Nach 
teil^ dafi sie bei der Hybridisierung des Oligonukleotids 
mit den homologen Sequenzen mit den Basenpaarungen interfe 
rieren. Die Einfuhrung f unktioneller Gruppen in 5' oder 3' 
ist zu diesem Zweck sinnvoller, vorausgesetzt , daft die vor 
geschlagene Technik es erlaubt, den detektierbaren Teil de 
Oligonukleotidabschnitts der derart hergestellten Sonde 
ausreichend zu verlSngern. 

Die Druckschrift "Nucleic Acids Research" (1990), 18 (15), 
4345-4354, offenbart die Herstellung von Oligonukleotidson- 
den, die mehrere Marker in 5' (OH) -Position besitzen. 

Die Marker werden durch Kondensation eines Phosphoramidits 
eingefuhrt, in dem sich die Dimethoxytrityl- und Phosphora- 
miditf unktionen an benachbarten Kohlens tof f atomen befinden. 
Die Phosphoramiditgruppierungen enthalten bereits den Mar- 
ker. 

Dieser Ansatz ermoglicht, abgesehen von der gleichen Oligo- 
nukleotidsynthese, weder die Herstellung mehrerer in ver- 
schiedener Art und Weise markierter Oligonukleotide, noch 
den Zugang zu einer groBen Bandbreite von Nachweistypen . 

Die Druckschrift sieht auch nicht die Moglichkeit voraus, 
die Empf indlichkeit des Nachweises der Sonden durch die. An- 
zahl von Markern zu beeinf lussen . 

Die Druckschrift WO-A-9000622 offenbart Oligoniakleotidhy- 
bridisierungssonden, fur ihre Synthese verwendbare Zusam- 



mensetzungen/ genauso wie ein Syntheseverf ahren fOr die 
Sonden. Nach dieser Druckschrift werden die 2n'-Hydroxyl- 
gruppen bei 5' (OH) der Sonde erzeugt und dienen dazu, 
2n-Carboxylsauref unktionen zur Markierung der Sonde durch 
Chelatbiidung mit Metallen der Lanthanidengruppe, zum Bei- 
spiel Europium, einzufugen. Die Druckschrift schlieiit aus- 
drucklich die Verwendung von Haptenen oder anderen Gruppen 
in denen die Sichtbarmachung auf der starken AffinitMt zu 
anderen biologischen Produkten basiert, aus . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es demnach, Nuklein 
sauresonden zu erhalten: 

- die eine gute Hybridisierung mit den fraglichen komple- 
mentaren Sequenzen eroffhen; 

^ die einen direkten oder indirekten Nachweis mit nichtra- 
dioaktiven Methoden und dies mit einer so niedrigen Nach 
weisgrenze wie moglich erlauben; 

- die einfach herstellbar, d.h. fur eine automatische oder 
manuelle Nukleinsauresynthese, insbesondere auf einem fe 
sten Trager, geeignet sind, 

Zu diesem Zweck betrifft die vorliegende Erfindung Nuklein 
sauresonden zum Nachweis eines ADN- oder ARN-Molekuls, um- 
fassend 

a) einen Oligonukleotid- oder Oligodesoxynukleotidteil, 
aufgebaut aus 

S: einer ADN- oder ARN-Nukleinsauresequenz, je nach 
dem nachzuweisenden Molekultyp, und 

b) einen nichtnukleotiden Teil, der chemische Eigenschaf- 
ten besitzt, die die direkte oder indirekte Fixierung 
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eines oder mehrerer Nachweiseinheiten Oder Marker M er* 
moglichen, die nichtisotopisch durch die Erzeugung von 
Farbung oder Licht nachweisbar sind, 

dadurch gekennzeichnet , dali der Tail b) gebildet ist von 
einer Kette aus Phosphateinheiten, die von Alkyleinheiten 
unterbrochenen sind, namlich 

bl) bestimmten Alkyleinheiten, die die verschiedenen 
Phosphatgruppen verbinden und keine besondere Funktionali- 
tat zeigen, 

b2) primare Aminf unktionen aufweisende Alkyleinheiten/ 
die die Kupplung mit verschiedenen Reagenzien erlauben, urn 
den Nachweis auf direkte oder indirekte Art und Weise zu 
ermoglichen, 

wobei die Einheiten b2) liber die Zwischeneinheiten bl) mit 
dem Teil a) oder der Sequenz S verbunden sind. 

Erf indungsgemafi ist die Sequenz S mit ihrem 5'- und/oder 
3'-Ende an einen oder mehrere Marker M gebunden. 

Der molekulare Aufbau, der die chemischen Funktionen X be- 
sitzt, der die direkte oder indirekte Fixierung eines oder 
mehrerer Nachweiseinheiten erm5glicht, kann unter anderem 
zwei Strukturtypen darstellen: 

- eine Struktur in Form eines "Kamms", wo die chemischen 
Funktionen X auf . einer linearen Kette angeordnet sind: 

X X X X 

I— J I I 
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- eine Struktur in Form eines 



"Kandelabers 



wo die chemi- 



schen Funktionen X auf einer verzweigten Kette angeordnet 



Die vorliegende Erfindung beschaftigt sich mit diesen bei- 
den Strukturtypen. 

I. In 5' (OH) und(oder) in 3' (OH) chemisch modif izierte Nu- 
kleinsauresonden mxt. einem molekularen Aufbau in Form 
exnes "Kaumns". 

In derartigen Sonden besteht der Nukleotidteil aus einer 
bestimmten und zu einem komplementaren Zielf ragment homolo- 
gen Nukleinsauresequenz, die die Stabilisierungsenergie 
liefert und die Hybridisierung mit dem nachzuweisenden ADN- 
oder ARN-Molekul sicherstellt . Sie ist aus einer Kette von 
Phosphateinheiten aufgebaut, die von Riboseeinheiten unter- 
brochen werden. 

Der nichtnukleotide Teil, der die den direkten Oder indi- 
rekten Nachweis des Hybrids ermoglichende Reaktivitat lie- 
fert, der geeigneterweise am 5' (OH) - und/oder 3'(0H)-Ende 
der oben beschr iebenen NukieinsSuresequenz eingefuhrt wer- 
den kann, ist aus einer linearen Kette von Phosphateinhei- 
ten aufgebaut, die von Alkyleinheiten unterbrochen werden, 
namlich 

L: bestimmte Alkyleinheiten zeigen keinerlei besondere che- 
mische Funktionalitat ; die Wirkung derartiger Einheiten, 



sind: 




X 
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auch als "chemische Zweige" bezeichnet^ besteht in der Ein- 
fiihrung von Zwischenr^umen zwischen den Nachweiseinheiten; 

M: bestimmte Alkyleinheiten zeigen primSre Aminf unktionen, 
die die Kupplung mit variierenden Reagenzien ermSglichen, 
urn zur Bildung von direkten Oder indirekten Nachweiseinhei- 
ten zu fuhren. 

Die Einheiten M sind voneinander durch eine Zahl variabler 
chemischer Zweige L getrennt. M tragt ein synthetisches 
Oder naturliches Molekul, das direkt Oder indirekt auf 
nichtisotopische Art und Weise detektierbar ist. Eine der- 
art aufgebaute Sonde entspricht der allgemeinen Formel: 

[(M)y*.(L)xlz' -S- [(L)x-(M)y]z ( i ) 

in der S, L und M die oben angegebenen Bedeutungen haben^ 
X, , z, z' Zahlen gleich oder grofi^er 0 sind, mit der Ein- 
schrankung, dafi z und z' nicht gleichzeitig 0 sind, und 
y und y' Zahlen grof3er 0 sind. Die chemische Modifikation 
erfolgt also in 5' und/oder 3' der Nukleinsauresequenz der- 
art, dafi man die Formel I in folgender Art und Weise im 
einzelnen darstellen kann: 
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CH-:Hs-rJH-3-{C:-::)nH^JHX • 

9 

(b<Hz-ZHz 

CK-(CH=}„.-CHa 
0 



. y 

1 




(la) 



'6-CH=-CH3 

CH-(CHs}«.-CH3 
0 

o=p-o« - > 
r6-cHj-:H2 ' 0 

6k-CH2-:NWh5- (CHs ) „-nNJHX 
0 {M 

I 

I 

I 

CH 



J y- 



Man kann die Einheiten S, L und M in folgender Art und Wei- 
se beschreiben: 

S : Nukleinsauresequenz, 
J = H Oder OH, 

m stellt die Zahl der Nukleotide von 1 bis 1000 dar, 
B: Nuklein-, Purin- oder Pyrimidin-saurebase, je nach 
den Nukleotiden veranderbar. 



Man erinnere sich, dafb die Nukleinsauren Nukleotidpoiymere 
sind, im Faile des ARN Ribonukleotidpolymere, im Falle des 
ADN Desoxyribonukleotidpolymere . Die Monomeren, d.h. die 
Nukleotide, sind im Falle von ARN aus Phosphorsaure, einer 
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Ose mit 5 Kohlenstof f atomen, der Ribose {J«OH) und einer 
der vier grundlegenden Basen: Adenin, Guanin, Cytosin, Uri- 
din, aufgebaut. Seltener trifft man auf sog. weniger wich- 
tige Basen oder Nukleoside, wie die methylierten oder hy- 
droxylierten Basen, das Dihydrouracil und das Pseudouridin . 
Im Falle von ADN ist die Ose der Desoxyribonukleotide die 
D-2-Desoxyribose (J=H) und die vier haupt sachlichen Basen 
sind Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin; in selteneren Fal- 
len wird das Cytosin durch das Methylcytosin oder das Hy- 
droxymethylcytosin ersetzt. Eines der wesentlichen Charak- 
teristika der Polynukleotide ist die Internukleotid-a' -5' - 
Phosphodiesterbindung . 

L: Chemischer Zweig, 
X,- x' = 0 bis 100, 
n' = 0 bis 20. 



Der chemische Zweig ist ein nichtnukleotides Polymer. Eines 
der wesentlichen Charakteristika dieses Polymers ist, ganz 
wie fiir ADN und ARN, die Phosphodiesterbindung, die die Mo- 
nomeren verbindet . 

Das Monomere wird aufgebaut durch Phosphorsaure und ein 
Diol: das Propan-1, 3-diol, substituiert am Kohlenstoff 1 
durch eine Alkylseitenkette . 

M: Marker, 

y, y' = 1 bis ICQ, 
n = 2 bis 20. 

X: Marker, entweder direkt: alkalische Phosphatase, Pero- 
xidase, Fluorescein, jedes Enzym, das in der Lage ist, 
in Gegenwart eines Substrats eine FSrbung oder Licht zu 
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erzeugen; oder indirekt: Biotin, Digoxigenin, jedes 
Hapten, das durch nichtisotopisch inarkierte Antikorper 
erkennbar ist. 

Der Marker ist ein nichtnukleotides. Polymer.. Eines der we- 
sentlichsten Charakteristika dieses Polymers ist, ganz wie 
fur ADN und ARN, die Phosphodiesterbindung zwischen den Mo- 
nomeren* 

Das Monomer wird aufgebaut* durch Phosphorsaure und ein. 
Diol: das Propan-1, 3-diol, substituiert am Kohlenstoff 1 
durch ein Methylenacetamidoalkan, wobei die Alkylkette an 
der Endposition durch ein den Marker tragendes Amin funk- 
tionalisiert ist. 

SchlieBlich kann das fur den Nachweis der Sonde ve.rantwort- 
liche Element LM in 5' (OH) fOr 2' ^ 0; z = 0 oder in 3' (OH) 
fur z' = 0; z'^ 0 und gleichzeitig in 5' (OH) und in 3' (OH) 
fiir z' ^0; z ^ 0, wobei z und z' im allgemeinen = 0 bis 
100 sind, eingefiihrt werden. 

Die Herstellung der Verbindung la kann demnach durch klas- 
slsche Internukleotidsynthese durchgefuhrt werden, da die 
verschiedenen Elemente von 1, namlich S, L und M, Polymere 
sind/ von denen die Monomere untereinander durch Phospho- 
diesterbindungen verbunden sind. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur 
Herstellung von Sonden der Formel la, umfassend 
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Al) die Synthese einer Nukleins^uresequenz S 




durch jedes bekannte manuelle Oder automatische Internu- 
kleotidverbindungs-Syntheseverfahren, bevorzugt auf einem 
festen Trager, 
und 

A2) die Fixierung eines Markers, 

dadurch gekennzeichnet , daft die Sequenz, vorzugsweise nach 
demselben Syntheseverf ahren^ insbesondere auf einem festen 
Trager, 

entweder einer Veflangerung an ihrem 5'(0H)-Ende durch eine 
Reihe von Einheiten M und L 

Oder einer Verlangerung an ihrem 3' (OH)-Ende durch eine 
Reihe von Einheiten M und L 

Oder einer Verlangerung an ihrem 5' (OH)- und ihrem SMOH)- 
Ende durch zwei Reihen von Einheiten M und L, 
unterzogen wird, 

B) die Einheiten L durch Synthese eines nichtnukleotiden 
Polymers L 



CH-{CH2)n--CHa 

6 



-OH 



erhalten werden, wobei n' und x die zuvor angegebene 
Bedeutung haben. 
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C) die Einheiten M durch Synthese eines nichtnukleotiden 
Polymers M 



H-fOCHs-CH2 9 

CH-CH2-NH-C- (CH2 ) n ^JHX 

I 

0 

o=p 



-OH 



erhalten warden, wobei n und y die zuvor angebene Be- 

deutung haben, 

und 

X entweder einen Marker: wie alkalische Phosphatase/ 
Peroxidase, Fluorescein, Biotin, Digoxigenin, jedes 
Hapten, das durch nichtisotopisch markierte Anti- 
korper erkennbar ist, oder eine Obergangsschut z- 
gruppe fur die primare Aminf unktion, die nach der 
Gesamtsynthese der Nukleinsauresonde entfernt wird. 
Beispielsweise kann x in diesem Syntheseansatz ein 
Acetyl (VI) , ein Trif luoracetyl (VII) oder ein Ben- 
zoyl (VIII) darstellen: 



O 

CHa-C- 



VI 



O 

FaC-C- 



0 

VU I 



und die obigen Synthesen B und C warden insbesondere auch 
durch jedes bekannte manuelle oder automatische Internu- 
kleotidverbindungs-Syntheseverf ahren, bevorzugt auf einem 
festen Trager, durchgef Uhrt . 



Insbesondere wird jedes Element des chemischen Zweigs L 
durch Kondensation einer Verbindung der Formel, 
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R10-CH2-CH2 

CH-(CH2)a-CH3 

6r2 

(II) 



am Ende eines Nukleotids oder schon am Ende eines bereits 
vorhandenen Synthons eingefuhrt/ worin Ri und R2 wie nach- 
folgend definiert sind. 

Nach einem weiteren Aspekt der Erfindung wird jeder Marker 
Oder jede Nachweiseihheit M erhalten, ausgehend von 3- 
Buten-l-ol der Formal 

HO-CH2-CH2-CH=CH2 ^ ^^^^ j 

durch die Schritte: 

a) Schutz der primaren Alkoholf unktion mittels einer 
Schutzgruppe Ri, um eine Verbindung der Formel 



Ri-o-cH')-ch-><:h=cho 

(XXXI) 



zu erhalten. 



b) Epoxidierung der Doppelbindung der Verbindung (XXXI), 
um eine Verbindung der Formel 

Rl-0-CH-^-CHo-CH-CH2 

^ (Xlla) 

zu bilden. 



c) Offnen des Epoxids mit Ammoniak, um eine Verbindung der 
Formel 

Rl-0-CH->-CH-7-CH-CHo.NH-) 

(Xllla) 
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zu bilden/ 



d) Schutz der primaren Amingruppe einer Verbindung der 
Forme 1 

O 

(XXXII) 

urn eine Verbindung der Formel 

O 

H0-C-{CH2)n-NH-X 

^Jli (XXXIII) 
zu bilden, worin X die zuvor angegebene Bedeutung hat, 

e) Aktivierung der Verbindung (XXXIII), 

f) Kondensation der Verbindungen (Xllla) und (XXXIII) mit- 
einander, um eine Verbindung der Formel 

p 

Rl-0-CH2-CH2-CH-CH2-NH-C-(CH2)n-NH-X 

(XVa) 

zu bilden, und 

g) Phosphorylierung der Verbindung (XVa), um eine Verbin- 
dung der Formel 

O 

Rl-0-CH2-CH2-CH-CH2-NH-C-(CH2)n-xVH-X . 

OR2 . ' (III) 

ZU bilden. 

In den vorgenannten Formeln ist Ri eine Schutzgruppe mit 
primarer Alkoholf unktion; beispielsweise kann Ri im Falle 
der Synthese mit Phosphoramiditen auf einem festen Trager 
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die Gruppe 4 , 4 ' -Dimethoxytrityl der Formel IV (DMT) dar- 
stellen, die im sauren Milieu instabil ist 



-9 



^ ^ I 



9 

OC'r 



DMT 



und 



R2 H Oder jede gegebenenf alls geschiitzte phosphorylierte 
Gruppe, die geeignet ist, das Synthon II oder III am 5'- 
Ende eines Nukleotids oder eines Synthons einzufuhren, das 
durch einen vorgegebenen Typ der Internukleotidverbindungs- 
synthese bereits auf dem festen Trager kondensiert ist. 

R2 kann beispielsweise im Falle der Synthese mit Phosphbra- 
miditeh auf einem festen Trager eine Cyanoethoxydiisopropy- 
laminophdsphoramidit-Gruppe der Formel V darstellen. 



NC-CH-)-CH-?-0-P ^ CH-i 




.(^ CH3 

CH3 CH3 

(V) 



Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls zwei syntheti-- 
sche nichtnukleotide Verbindungen, die jeweils als Zwi- 
schenprodukte fUr die Synthese der Fragmente M und L der 
Verbindung la fur jedes bekannte manuelle oder automatische 
I nternukleotidverbindungs -Synthese verfahr en, bevorzugt auf 
einem festen TrMger, verwendbar sind. Die beiden bean- 
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spruchten synthetischen Verbindungen sind durch die Forroeln 
II und III dargestellt 



Ri-0-CH3-CH3 

CH-(CH2)n--CH3 

b 

I 

(II) 



Ri-0-CH3-CH2 0 

eH-CH2-NH-C- (CH2 ) „-NHX 
0 

R2 

(III) 



in denen Ri, Rz' ^' ^ zuvor angegebene Bedeutung 

haben. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls die Herstellung der Zwi- 
schenverbindungen II und III durch die oben beschriebenen 
Verfahren. 

Im Falle der Synthase der Phosphoramidite kann die Syn these 
der Verbindungen II durch das nachfolgende Schema darge- 
stellt werden: 



HO-CH, -CH 



, - (a) DMT-O-CH, -CH, 
CH-(CH, )„,-CH, ^ 9H-(CH,) -CH, 

6h oh 



(IX> 



(X) 
J(b) 



DMT-O-CH, -CH, 

CH- (CH, ) „,-CH, 

I " 

O 



NC-CH,-CH4-0 "^N 

I 

(Ila)''^ 
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• ^^^^ 

In gleicher Weise kann im Falle einer Synthese von Phospho- 
ramiditen das Verfahren zur Herstellung der Verbindungen 
der Formel III durch das Schema unten dargestellt warden: 

A B 

H0-CH2-CH2-CH=eH2 > DMT0H:H2-CH2-^=O^2 > DMTOCH2-CH2-CH-CH2 

XXX XXXI ^o' 

Xll 



> Dm"0-CH2-<:H2-CH-CH2-NH2 

OH 

XI I I 

0 q 

H0-C-(CH2)5-NH2 + CH3-CH2-S-C-CF3 

0 

DO .9 E ( \ O 0 

> H0-C-(CH2)5-NH-d-CF3 > N-0-€-{CH2 ) s-NH-fi-CFs 

W 

XIV 



F 0 0 

XNI + XIV > DKn-0-CH2-CH2H:H-CH2HVIH--C-(CH2)s-AIH-C-C3=3 

OH 

XV 

Q 0 0 

> CMro-CH2-CH2-CH-^H2-NH-C-{CH2)5HVIH-C-CF3 

6 



NC-CH2-CHa-a "^N-< 



nib 



Schritt A) Schutz des primaren Alkohols Buten-3-ol mit 
4,4' -Dimethoxytritylchlorid; 

Schritt B) Epoxidierung der Doppelbindung mit m-Chlorper- 
benzoesaure; 

Schritt C) Offnung des Epoxids mit Ammoniak, um zur Verbin- 
dung XIII zu fUhren; 
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Schritt D) Schutz des primaren Amins der 6-Aminocapr6nsaure 
mit einer Trif luoracetylgruppe; 

Schritt E) Aktivierung der 6-Trif luoracetylamidocapronsaure 
durch das N-Hydroxysuccinimid, urn zu Verbindung XIV zu fah- 
ren;' 

Schritt F) Herstellung der Verbindung XV durch Kondensation 
zwischen XIII und XIV; 

Schritt G) Phosphorylierung des sekundaren Alkohols XV mit 
einem Reagens, das die weitere Kupplung in fester Phase des 
durch eine Internukleotidverbindungssynthese erhaltenen De- 
rivats III ermoglicht. Die Phosphorylierung im Fall der 
Synthese der Phosphoamidite kann mit dem Diisopropylami- 
nocyanoethoxychlorphosphin XI durchgef uhrt -werden . 

AuISerdem bezieht sich die vorliegende Erfindung auf ein. 
Verfahren zur Funktionalisierung eines festen CPG-Tragers 
(Controlled Porous Glass) durch die Verbindung der Formel 
X. Der derart f unktionalisierte feste Trager ermoglicht die 
Herstellung von Nukleinsauresonden des Typs I, in denen z 
nicht 0 ist, d.h, in denen ein Marker in 3' der Sonde ein- 
gefahrt wird. In der Tat arbeiten alle bekannten manuellen 
Oder automatischen Internukleotidverbindungs-Synthesever- 
fahren, bevorzugt auf einem festen Trager, mit einer Ver- 
langerung der Kette in der Form von 3' nach 5' • Im Falle 
der Nukleinsauresonden des Typs I, in denen z nicht 0 ist, 
ist es daher notwendig, die Synthese auf einem festen, 
durch eine Verbindung der Formel X oder XV f unktionalisier- 
ten Trager zu beginnen. Um das Derivat X im Hinblick auf 
Verbindung XV leichter zu erhalten, haben wir indessen ent- 
schieden, den Trager mit X zu f unktionalisieren . 

Das beanspruchte Verfahren zur Funktionalisierung des fe- 
sten TrSLgers - der Trager ist zu Beginn bereits mit prima- 
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ren Aminof unktionen versehen - umfaUt die nachf olgenden 
Schritte: 

- Acylierung des sekundSren Alkohols von X mit Succinanhy- 
drid, um zur Verbindung der Formal XVII zu fuhren: 



OMTO-CH2-CH2 

6f-(CH2)n-CH3 

6 o 

(b-CHa-CHz-c'HDH 

(XVII) 



Aktivierung der CarbonsSuref unktion der Verbindung XVII 
mit Pentachlorphenol in Gegenwart von Carbodiimid, die 
den Ester XVIII produziert: 



DMTO-CH2-CH2 

CH-{CHa)n--CH3^, 

p 0 X 9 

^ (XVIII) 



- Fixierung des Derivats XVIII auf einem festen aminierten 
Trager. In dieser Art und Weise wird der f unktionalisier- 
te feste Trager XIX erhalten: 



CmO-CHz-CHz 

<W-(CH2)„--CH3 
0 

J;-CH2 -CH2 -C-NH 

0 6 

(XIX) 
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II, In 5^ (OH) chemisch xnodif izierte Nukleinsauresonden mil: 
einem molekulaxren Aufbau in Form exnes "Kandelabers" 

In derartigen Sonden besteht der Nukleotidteil aus einer 
bestimmten und zu einem komplement^ren Zielf ragment homolo- 
gen Nukleinsauresequenz, die die Stabilisierungsenergie 
liefert und die Hybridisierung mit dem nachzuweisenden ADN- 
Oder ARN-MolekUl sicherstellt . Sie ist aus einer Kette von 
Phosphateinheiten aufgebaut, die von Riboseeinheiten unter- 
brochen werden. 

Der Teil/ der die Reaktivitat liefert, die den direkten 
Oder indirekten Nachweis des Hybrids ermoglicht, wird am 
5' (OH)-Ende der zuvor beschriebenen Nukleinsauresequenz 
eingefuhrt. Sie ist aus einer verzweigten Kette von Phos- 
phateinheiten aufgebaut, die von Alkyleinheiten unterbro- 
chen werden: 

. die verzweigungsinneren Alkyleinheiten, d.h. Vereini- 
gungen der verschiedenen Phosphatgruppen> zeigen keine 
besondere chemische Funktionalitat . 

die verzweigungsSuBeren Alkyleinheiten, d*h. die am En 
de der verschiedenen Verzweigungszweige, besitzen am 
Ende einer Kette eihe prim^re Aminf unktion . 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher eine Nukleinsaure 
sonde XX, die eine ADN- oder ARN-Nukleinsauresequenz S um- 
faftt, dadurch gekennzeichnet , dali die Sequenz S an ihrem 
5' -Ende mit einem Marker M verbunden ist. 

Die chemische Modifikation liegt daher in 5' (OH) der Ami- 
nos^uresequenz derart vor, daft man sie mit der Formel XX, 



2um Beispiel in nachf olgender Art und Weise detailliert 
darstellen kann: 



0 

XHVH (CHa } n-HD-f-CH CCHa } n 

Of) \ O 

CH-0-f-0(CH2)« 

a / 6-1 V 

XHN-(CHa)A"-0-P-K>-{CH2)n- \ 

<>H>-^-0-(CH2)n 

0 / QC-i 

XHSH (CH2 ) n "-O-^-O- (CHj ) I. 

0— > \ 0 

CH-O-^-0(CH2)«- 



g y of-i 



XW- (CH2 ) n--0-fH>- CCHa ) 
Of) 



XHM- (CH2 } n*-0Hf-O- (CHa ) « 

Na4-<>-f-<>-(CH2)n / 
0 / 6f> \ 

XW-(CH2)n'— 0-eHD-(CH2}.i* \ 

Of) \ ? 

9 / Of) 

XH^ (CH2 ) « (CHa ) n • 

M 

XX 



Man kann die Einheiten S, L und M in folgender Art und Wei 
se beschreiben: 



S: NukleinsMuresequenz, 
J H Oder OH, 

X stellt die Zahl der Nukleotide von 1 bis 1000 dar, 
B: Nuklein-r Purin- oder Pyrimidin-saurebase, je nach 
den Nukleotiden veranderbar. 




Man erinnere sich, daI3 die Nukleinsauren Nukieotidpolymere 
sind, im Falle der ARN Ribonukleotidpolymere, im Falle der 
ADN Desoxyribonukleotidpolymere . Die Monomeren, d.h. die 
Nukleotide, sind im Falle von ARN aus Phosphorsaure, einer 
Ose rnit 5 Kohlenstof f atomen, der Ribose (J=OH) und einer 
der vier grundlegenden Basen: Adenin, Guanin, Cytosin, Uri- 
din, aufgebaut. Im Falle von ADN ist Desoxyribose die D-2- 
Desoxyribose (J=H) und die vier hauptsachlichen Basen sind 
Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin. Eines der wesentlichen 
Charakteristika der Polynukleotide ist die Internukleotid- 
3' -5' -Phosphodiesterbindung . 

M: ist der Marker, wobei er im oben beschriebenen Beispiel 
mit acht T^inzweigen endet. Man bezeichnet ihn deshalb als 
vom Grad 8. Der Verzweigungsgrad kann jedoch Werte von 2 
bis 128 annehmen (die hohere Ordnung ist immer das Doppelte 
der vorhergehenden) . 

n, n' und n" = 1 bis 20 

X: ist der eigentliche Marker, der entweder direkt ist: al- 
kalische Phosphatase, Peroxidase, Fluorescein, jedes Enzym/ 
das in der Lage ist, in Gegenwart eines Substrats eine Far- 
bung Oder Licht zu. erzeugen; oder indirekt: Biotin, Digoxi- 
genin, jedes Hapten, das durch nichtisotopisch markierte 
Antikorper erkennbar ist. 

Der Marker ist ein nichtnukleotides, verzweigtes Polymer. 
Eines der wesentlichsten Charakteristika dieses Polymers 
ist, ganz wie fUr ADN und ARN, die Phosphodiesterbindung 
zwischen den Monomeren. 
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Das verzweigte Polymer M wird von zwei verschiedenen Mono- 
mertypen gebildet: 

— Das fur den Aufbau der verzweigten Struktur verantwortli- 
che Monomer, Es wird durch Phosphorsaure und ein Triol, 
ein 1, n, co-Alkantriol, gebildet. 

— Das fur die Einfuhrung von primSren Aminf unkti'onen am 
Verzweigungsende verantwortliche Monomer. Es wird durch 
die Phosphorsaure und einen Aminoalkohol, das 1-Amino- 
hexan-6-ol/ gebildet. 

Die Synthese der Verbindung XX kann daher durch klassische 
Internukleotidsynthese durchgefuhrt werden, da die ver- 
schiedenen Elemente von XX Polymere sind, von denen die Mo- 
nomeren durch Phosphodiesterbindungen untereinander verbun- 
den sind. 

Die vorliegende Erfindung betrifft demnach ebenfalls ein 
Verfahren zur Herstellung von Sonden mit den Formeln XX, 
die die Synthese einer Nukleinsauresequenz S umfassen: 



o 

I 

9 



•CM 



in der B und J die zuvor angegebenen Bedeutungen besitzen. 



durch jedes bekannte manuelle oder automatische Internu- 
kleotidverbindungs^Syntheseverf ahren, bevorzugt auf einem 
festen TrSger, dadurch gekennzeichnet , dal5 die Sequenz, be- 
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vorzugt mit demselben Syntheseverf ahren, insbesondere auf 
einem festen Trager an ihrem 5' {OH)-Ende durch eine ver- 
zweigte molekulare Struktur M, von der die Endzweige je- 
weils eine primare Aminfunktion tragen, einer Erweiterung 
unterzogen wird. 

Der verzweigte molekulare Aufbau kann der nachf olgenden 
Formel entsprechen: 



• 0 

XHN- (CH2 ) n — O-fJ-O- (CH2 ) n 

6«-> \ 0 

/CH-0-f-0(CH2)n 

0 / o«-) 

XHN- (CH2 ) n — 0-ij»-O- (CH2 ) » • 

0«-) \ 0 

.CH-0-^-0-CCH2)n 

o / o«-» ' 

XHN- (CHa ) o — 0-f-^>- (CHa ) n 

0<-) \ 0 

/CH-0-M-0(CH2)«- 

o / 6<-» 

XHN- (CHa ) n — 0-f -O- (CHa U • 

CH-O-fi-OH 

0 / 6«-> 

XHN- (CHa ) « — 0-P-O- (CHa ) n 

6(-) \ 9 

/CH-0-Ff-0-(CH2)n 

o X 0'-' 

XHN- (CHa ) n — O-^'-O- (CHa U • 

Ot-) \ 0 

CH-0-P-0-(CH2)n 

XHN- (CHa ) « — O-P-0- (CHa ) „ 



XHN- (CHa ) » — 0-P-O- (CHa ) « 
O(-) 



/v,rT^^-i^(CHa)„ 

9 / ot-> 
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und kann insbesondere durch jedes bekannte manuelle oder 
automatische Internukleot idverbindungs -Synt he sever fahren, 
bevorzugt auf einem fasten Trager, synthetisiert warden. 

Insbesondere nach der Synthese der Oligonukleotidkette S, 
deren Phosphatf unktionen und deren Basen geschutzt sind, 
kondensiert man am 5' (OH) -Ende diaser Kette eine Reihe von 
Verbindungen der Formel 

Rl-0-(CH2)n-CH.(CH2)n' 0-Ri 
6 

{XXI ) 

in denen und R2 die zuvor angegebenen Bedeutungen haben. 

Aulier der Verbindung XXI erfordert die Synthese von M zudem 
die Verwendung der Verbindung XXII, um Aminzweige am Ver- 
zweigungsende einzuf Uhren . 

- {XXII) 

Diese Verbindung ist aus der Literatur bekannt. 

In der Formel XXII stellt X - entweder einen Marker dar : 
alkalische Phosphatase, Peroxidase, Fluorescein, Bio- 
tin, Digoxigenin, jedes Hapten, das durch nichtisoto- 
pisch markierte Antikorper erkennbar ist, 
Oder eine Obergangsschutzgruppe fur eine primSre Amin- 
funktion, die nach der Gesamtsynthese der NukleinscLure- 
sonde XX entfernt wird. Beispielsweise kann in diesem 
Syntheseansatz X ein Trif luoracetyl VII oder ein Fluo- 
renylmethoxycarbonyl XXIII darstellen. 
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(XXIII) 



und R2 hat die zuvor angegebene Bedeutung. 

Erf indungsgemSB wird die Verbindung der Formal XXI erhal- 
ten, ausgehend von einem Alkantriol der Formel 

HO-(CH2)n-CH-(CH2)n'-OH 

OH . (XXIV) 

erhalten durch. die nachf olgenden Schritte 

a) Schutz der primaren Alkoholf unktion durch eine Schutz- 
gruppe R^, um eine Verbindung der Formel 

RlO-(CH2)n-CH-(CH2)n-ORi 

OH (XXVa) 

zu erhalten, 

b) Umwandlung der sekundaren Alkoholf unktion in eine Grup- 
pierung OR2/ urn eine Verbindung der Formel 

RlO.(CH2)n-CH-(CH2)n'-ORl 

^^2 (XXI) 

zu erhalten, in der R2 die oben angegebene Bedeutung 



• ••••• • ** 




Insbesondere wird in Schritt a) der Schutz durch 4,4'- 
Dimethoxytritylchlorid durchgefuhrt und in Schritt b) fin- 
det eine Phosphorylierung der sekundaren Alkoholf unktion 
durch Diisopropylaminocyanoethoxychlorphosphin (XI) statt. 
Die Erfindung bezieht sich ebenfalls auf die Verbindungen 
der Formel XXI, beispielsweise als Synthesezwischenprodukte 
der Sonden der Formel XX, genauso wie auf ein Verfahren fiir 
die Herstellung der Zwischenprodukte der Formel XXI, so wie 
es oben beschrieben wird. Andere Eigenschaf ten und Vorteile 
der vorliegenden Erfindung werden anhand der folgenden Bei- 
spiele of f ensichtlich . 

BEISPIEL I: Herstellung von 1-0- ( 4 ^ 4 ^ -Diitiethoxytrityl) 
[N, -diisopropylamino-2- 
cyanoethoxyphosphino] ~1, 3-butandiol 

Das Derivat 1--0- ( 4 , 4 ' -Dimethoxytrityl ) -3-0- [N, N'-diisopro- 
pylamino-2-cyanoethoxyphosphino] -1, 3-butandiol entspricht 
der Formel: 



CH3-0-<.^>-C-O-CH2-CH2 

ril CH -CHa 

CH3 P 

>-n''^cx:h2-ch2-cn 

CH3 1 
CH3 CHa 



Der nachfolgende Ansatz betrifft die Herstellung eines ■ 
nichtnukleotiden Synthons, das inzwischen die chemischen 
Gruppen tragt, die dessen Einfuhrung in eine Oligonukleo- 
tidkette oder ein nichtnukleotides Polymer, dessen Monomere 
durch eine Phosphodiesterbindung verbunden sind, unter iib- 
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lichen automatischen ARN- oder ADN-Synthesebedingungen zu 
ermoglichen. Dieses Synthon hat den Vorteil, dem Verwender 
ein Instrument zu liefern, das die Einfuhrung von "chemi- 
schen Zweigen" in 3' (OH) und(oder) in 5' (OH) einer Nuklein- 
sauresequenz ermoglicht, ohne die automatische oder manuel- 
le Syntheseroutine zu verlassen- Die Aufgabe des chemischen 
Zweigs in diesem Verband ist es, Zwischenraume zwischen den 
verschiedenen Markern einerseits und zwischen den Markern 
und der Aminosauresequenz andererseits einzubauen, fur eine 
bessere Wirksamkeit der jeweils beiden Teile bei der Hy- 
bridisierung und dem Nachweis. 

Die Gruppen 4^ 4 ' -Dimethoxytrityl und 2-Cyanoethoxydiiso- 
propylaminophosphoraraidit sind fiir eine Synthese der Phos- 
phoramidite, insbesondere auf einem festen Trager, geeig- 
net . 

Der im Schema I unten gezeigte Reaktionsweg/ urn die Verbin- 
dung 1 zu erhalten^ umfaBt die nachf olgenden Schritte: 

1. Selektiver Schutz des primaren Alkohols von 1,3- 
Butandiol 2 durch die Gruppe 4 , 4 ' -Dimethoxytrityl (DMT) ^ 
die bei saurem pH instabil ist. 

2. Phosphorylierung des s^kund^ren Alkohols 3. Das Bei- 
spiel fur das im Schema gezeigte Phosphoramidit ist nicht 
beschrankend; man kann auch die Synthese eines Phophat- 
triesters oder -diesters oder eines Phosphonats in Betracht 
Ziehen . 
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Schema I 

cH3-o-<o;^_i:-ci 

(Dhrrci) 

HC>-CH2-CH2-CH-CH3 ; 



OH 



OCH3 



> DMT0-CH2-CH2-CH-CHa 
OH 



NC-CH2-CH2-O 

CH3 P-CI 

>n'^ 

CHa CHa 



DMTO-CH2-CH2-CH-CH3 
O 

t 

NC-CH2-CH2^ X 



Verf ahren zur Herstellung von 1-Q~ (4^4^ -Dimethoxytrityl) - 
1^ 3~butandiol 3 



Man gibt 2,25 g (25 ruMol) 1, 3-Butandiol 2 unter Stickstof- 
f atmosphere in einen 100 cm3-2-Halskolben . Man gibt 40 cm^ 
wasserfreies Pyridin hinzu und gibt dann 11 g (32,5 mMol) 
4, 4' -Dimethoxytritylchlorid in kleinen Mengen in die Lo- 
sung. Man riihrt mit einem Magnetruher bei Raumtemperatur 
unter Argon ftir 1,5 Stunden. Man gibt dann 10 cm^ Methanol 
zur Reaktionsmischung zu. Diese Mafinahme hat den Zweck, den 
OberschuIS an 4 , 4 ' -Dimethoxytritylchlorid zu neutralisieren • 
Dann hydrolysiert man die Reaktionsmischung (100 cm^ NaHC03 
5%) und extrahiert zweimal mit Dichlormethan (CH2CI2- 2mal 
75 cm^) . Die erhaltene organische Phase wird dreimal mit 
einer 5%igen Natriumbicarbonatlosung (NaHC03 5%) gewaschen. 
Die organische Phase wird danach uber Magnesiumsulf at 
(MgS04) getrocknet, filtriert und dann eingedampft (Rotati- 
onsverdampf er , P = 20 mm Hg) . 
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Der Ruckstand wird uber eine Silikas^ule Merck 9385 gerei- 
nigt - Elutionsmittel CH2CI2. Das Silika wird zuvor in Sus- 
pension in einer Losung aus CH2Cl2^ die 1% Diisopropylethy- 
lamin (DIEA) enthalt, neutralisiert . Nach der Reinigung ge- 
winnt man 6,79 g der Verbindung 3^ (17,32 mMol) , Ausbeute 
69%, 

DUnnschichtchromatographie (C.C.M.) auf Merck 5735-Plat.ten 
(Silikagel 6OF254) Elutionsmittel CH2CI2: Rf = 0,3- 

Verfahren zur Herstellung von 1^0- { 4 , 4 ^ -Dimethoxytrityl ) -3- 
Q- [N, -Diisopropylamino-2"cyanoethoxyphosphino] -1,3- 
butandiol 1 

Man gibt 6,7 g der Verbindung 3 (17,3 mMol) . Man setzt un- 
ter Stickstof f atmosphare in einen 100 cm3-2-Halskolben und 
gibt dann 52 cm^ wasserfreies Tetrahydrof uran und 9 cm^ 

(51,9 mMol) Diisopropylethylamin zu. AnschlieBend gibt man 
zur Reaktionsmischung mit einer Spritze tropfenweise 5,52 g 

(23,35 mMol, 5 cm^) 2-Cyanoethoxydiisopropylaminochlor- 
phosphin zu . 

Nach zehn Reaktionsminuten erscheint inmitten der Reakti- 
onsmischung ein betrachtlicher Niederschlag (Chlorhydrat 
von Diisopropylethylamin) . Man filtriert diesen Nieder- 
schlag und gibt 100 cm3 Ethylacetat zum Filtrat, wascht die 
derart erhaltene organische Phase dreimal mit einer 5%igen 
NaHC03-Losung . Die organische Phase wird dann uber MgS04 
getrocknet, filtriert und eingedampft (Rotationsverdampf er , 
P = 20 mm' Hg) . Der Ruckstand wird uber eine SilikasMule 
Merck 9385 gereinigt - und mit Ethylacetat 4 - Hexan 6 elu- 
iert- Das Silika wird zuvor in Suspension neutralisiert, 
wobei im Elutionsmittel 1% DIEA enthalten ist. Nach der 
Reinigung gewinnt man 9,24 g der Verbindung 1. Ausbeute 
90%. 
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Dunnschichtchromatographie (C.C.M.) auf Merck 5735-Platten 
(Silikagel 6OF254) / Elutionsmittel Ethylacetat 5 - Hexan 5. 
Rf : 0,8 (das Ausgangsprodukt dieser Reaktion 3a unter die- 
sen Bedingungen. hat einen Rf von 0,5). 

BEISPIEL II: Herstellung von 1-0- (4 , 4 ^ -Dimethoxytrityl) -3- 
O- (N, -diis6propylamino-2-cyanoethoxyphos- 
phino) -4-amido ( 6~tri£luoracetylamido) caproat- 
4-aminO"l , 3-butandiol 4 

Das Derivat 1-0- (4, 4' -Dimethoxytrityl) -3-0- (N,N' -diisopro- 
pylamino-2-cyanoethoxyphosphino) -4-ainido ( 6-trif luoracetyl- 
amido) caproat-4-amino-l, 3-butandiol 4[ entspricht der For- 
mel : 

DMTO-CH2-CH2 p O 

CH-CH2-NH-C-(CH2)5-NH-C-CF3 

6 
I 

P 

NC-CH2-CH2-6 N-< 4 

Der nachfolgende Ansatz betrifft die Herstellung eines 
nichtnukleotiden Synthons, das inzwischen die chemischen 
Gruppen tragt, die dessen Einfiihrung in eine Oligonukleo- 
tidkette oder ein nichtnukleotides Polymer, dessen Monomere 
durch eine Phosphodiesterbindung verbunden sind, unter iib- 
lichen automatischen ARN- oder ADN-Synthesebedingungen er- 
mdglichen . 

Dieses System hat den Vorteil, dem Verwender ein Instrument 
zu liefern, das die Einfuhrung von einem oder mehreren 
nichtisotopischen Markern in 3' (OH) und(oder) in 5' (OH) ei- 
ner Nukleinsauresequenz ermoglicht, ohne die automatische 
oder manuelle Syntheseroutine zu verlassen. Die Marker wer- 
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den durch die "chemischen Zweige" einerseits yon der Oligo 
nukleotidkette und andererseits voneinander getrennt. Die 
direkte Aufgabe des Markers, wie in diesem Beispiel be- 
schrieben, 1st in 5' (OH) und{oder) in 3' (OH) einer Oligonu 
kleotidkette "primare Air\in"-2weige einzufuhren, die vonein 
ander durch die "chemischen Zweige" getrennt sind. Die 
Aminzweige sind in der Lage, durch ihre Nukleophilie eine 
weitere direkte dder indirekte Nachweiseinheit zu fixiereh 
(Enzym^ Fluorescein, Biotin, Digoxigenin, . . . ) . 

Die Gruppen 4 , 4 ' -Dimethoxytrityl und N, W -Diisopropylamino 
2-cyanoethoxyphosphoramidit sind fiir eine Synthese; der 
Phosphoramidite geeignet, 

Der chemische Reaktionsweg, urn die im nachf olgenden Schema 
II gezeigte Verbindung 4 zu erhalten, umfaBt die nachfol- 
genden Schritte: 

!• Schutz des Alkohols von 3-Buten--l-ol 5 durch das 4,4'- 
Dimethoxytrityl (DMT), das bei saurem pH instabil ist. 

2 . Epoxidierung des Endolef ins 6 liiit m- 
Chlorperbenzoesaure . 

3. Offnung des Epoxids 1_ mit Anunoniak. 

4; Schutz des primaren Amins von 6-Aminocapronsaure durch 
die Trif luoracetylgruppe . 

5. Aktivierung der Carboxylsaure von Derivat 9 im N- 
Hydroxysuccinimidester 10 . 

6. Kondensation zwischen der Verbindung 8^ und der Verbin- 
dung 10 . 
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7. Phosphbrylierung des sekundaren Alkohols Das Bei- 

spiel des im Schema gezeigten Phosphoramidits ist nicht 
hierauf beschrSnkt, Man kann auch die Synthese eines Phos- 
phattriesters oder -diesters oder eines Phosphonats in Be- 
traciit Ziehen. 

Schema \ I 

O-CH3 

ch3H><o>k:-ci 

H0-CH2-CH2-CH=CH2 > 0Mr0H><2-CH3-O+=CH3 

(DfcfTCI) 

5 .6 



coooh 0^ft0-ch2-ch2-ch-ch2 nh4oh cmro-ch2-ch2h:h-ch2-nh2 
> "0' > 6h 

Z fi 

0 

0 ^N-OH 
O CH3-CH2rS-C-CF3 O O * — 
HO-6^(CH2)5-NH2 ' > H0-C-(CH2)5-NH-<5-CF2 2 > 

9 

O 

C\ 0 o 

^N-O-C- {CH2 ) s-N^-^^Pi 

o o 

8 * 10 > o^^'o-o^2K:H2H>M>^2-WH-Kf-(CH2)sHw-Kf^ 

6h 

Y 11 

Cl-P' 

0CH2CH2CN 0 0* 



•> EDOT0-CH2-CH2-a+<M2H^C-(C>f2}5H^ 
6 
P 

NCCH2CH2O' N-< A 

A 
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Verfahren zur Herstellung von 1-0- (4/ 4^ -Dimethoxytrityl) -3- 



buten-l-ol 6 



In einen 250 ml-2-Ha.lskolben gibt man 3,6 g (50 mMol) 3- 
Buten-l-ol unter Stickstoff in eine L5sung aus 80 cm^ was- 
serfreiem Pyridin. Man fuhrt in kleinen Mengen 22 g (65 
mMol) 4 , 4 ' -Dimethoxytritylchlorid ein (die Reaktion ist 
leicht exotherm) . 

Man belalit bei Raumtemperatur und riihrt mit einem Magne- 
truhrer fur 4 Stunden. Dann gibt man 10 cm^ Methanol zuir 
Reaktionsmischung, um den Oberschuli an 4 , 4 ' -Dimethoxy- 
tritylchlorid zu neutralisieren . Man hydrolysiert anschlie- 
/iend die Reaktionsmischung mit 100 cm^ 5%igem NaHC03. Man 
extrahiert die Mischung zweimal mit 150 cm^ Dichlormethan.- 
Die erhaltene organische Phase wird dreimal mit 5%igem NaH- 
CO3 gewaschen, dreimal mit Wasser und einmal mit einer mit 
NaCl gesattigten wasserigen Losung. Die erhaltene organi- 
sche Phase wird uber MgS04 getrocknet, filtriert und einge- 
dampft (Rotationsverdampf er , P: 20 mm Hg) , 

Der erhaltene Ruckstand wird anschlieliend mit Toluol noch- 
mals eingedampft, um das restliche Pyridin azeotrop zu ent- 
fernen^ und dann mit Dichlormethan nochmals eingedampft, um 
das restliche Toluol azeotrop zu entfernen. Der Ruckstand 
wird dann uber eine Silikasaule von Merck 9385 gereinigt, 
Elutionsmittel : Hexan 1-Dichlormethan 9. Das Silika wird 
zuvor in Suspension neutralisiert , wobei das Elutionsmittel 
1% DIEA enthalt. Die Verbindung 6 wird mit 90%iger Ausbeute 
erhalten. 

Dunnschichtchromatographie (C-C.M.) mit Merck 5735-Platten 
(Silikagel 6OF254)/ Elutionsmittel Dichlormethan, Rf: 0,85. 
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Verfahren zur Herstellunq von 1-0- ( 4 ^ 4 ^ -Dimethoxytrityl) - 
3/ 4'-butenoxid 7 

Kommerziell erhaltliche m-Chlorbenzoesaure enthalt 50% Was- 
ser.' Um dieses Wasser zu entfernen, lost man sie in 
Dichlormethan und entfernt das Wasser durch Dekantieren. In 
einen 100 cm^-Erlenmeyerkolben gibt man 8,5 g 50%ige m- 
Chlorperbenzoesaure (24,6 mMol) und lost sie mit 64 cm^ 
Dichlormethan, Man dekantiert die oben schwimmende wasseri- 
ge Phase* In einen 250 cm^-Kolben gibt man 6,35 g der Ver- 
bindung 6^ {11 mMol) unter Stickstoff atmosphere . Diese I6st 
man in 40 cm^ Dichlormethan, Dann gibt man langsam die (wie 
oben beschrieben) vorbereitete Pers^urelcSsung zu. Man riihrt 
die Reaktionsmischung mit dem Magnetriihrer uber 8 Stunden. 
Dann filtriert man den Niedeschlag, der sich gebildet. hat 
(m-Chlorbenzoesaure) . Zu dem Filtrat gibt man J50 cm^ 
Dichlormethan und hydrolysiert es mit 75 cm^ 5%igem NaHC03. 
Die organische Phase wird viermal mit 75 cm^ 5%igem NaHC03 
gewaschen^ dann liber MgSO^ getrocknet, filtriert und abge- 
dampf t (Rotationsverdampf er, P = 20 mm Hg) . Der ROckstand 
wird auf einer Silikasaule von Merck 9385 gereinigt - Elu- 
tionsmittel Hexan 2 Dichlormethan 8. Das Silika wird zu- 
vor in Suspension neutralisiert , wobei das Elutionsmittel 
1% DIEA enthalt. Nach der Reinigung erhalt man 5,32 g des 
Epoxids 7, Ausbeute 80%. 

Verfahren zur Herstellunq von 1-0- (4, 4^ -Dimethoxytrityl) -4- 
amino-1, 3-butandiQl 8 

In einen 25 cm^-Pyrexkolben, versehen mit einem Schraub- 
stopfen, der in der Lage ist, betrachtliche Driicke auszu- 
halten, gibt man 3 g (7,6 mMol) des Epoxids 2' Ace- 
tonitril und 25 cm^ 32%igen Ammoniak. Man erhitzt 8 Stunden 
auf 60**C und dampf t dann das Wasser und das Acetonitril ab. 
Der erhaltene RUckstand wird uber eine Silikasaule von 
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Merck 9385 gereinigt, Elutionsmittel CH2CI2 - CH3OH, wobei 
die Methanolmenge allmahlich von 2 auf 10% gebracht wird. 
Das Silika wird zuvor in Suspension neutralisiert , wobei 
das Ausgangselutionsmittel 1% DIEA enthalt. Nach der Reini- 
gung erhalt man das Derivat £ mit einer Ausbeute von 75%. 
Dunnschichtchromatographie (C.C.M.) auf Merck 5735-Platten, 
Silikagel 6OF254 ~ Elutionsmittel 20% CH3OH - 80% CH2CI2, Rf 
0,2. 

Verfahren zur Herstellunq von 6-Trif luoracetamidocapron- 
saure 9 

In einen 50 cm^-Rotationsverdampf erkolben gibt man 2^62 g 
(2 X 10*2 Mol) 6-Aminocapronsaure . Man suspendiert sie in 4 
cm^ wasserfreiem Dimethylf ormamid und gibt dann zu der Sus- 
pension 3 cm^ (2,35 x 10~2 moI) S-Ethyltrif luorthioacetat. 
zu. Man setzt unter Sticks toff atmosphare und ruhrt 4 Stun- 
den, wobei die Losung noch durchsichtig ist. Man dampft das 
Dimethylf ormamid unter reduziertem Druck ab (P = 20 mm Hg) . 
Der Ruckstand wird aus Dichlormethan auskristallisiert . Die 
Verbindung 9 wird mit einer Ausbeute von 84% erhalten. 
Dunnschichtchromatographie (C.C.M.) - Merck 5735-Platten, 
Silikagel 6OF254 - Elutionsmittel 20% CH3OH - 80% CH2CI2, Rf 
0,5. 

Verfahren zur Herstellunq von 6-Tr if luoracetamidocaproat 
von N-Hydroxysuccinimid 10 

In einen 100 ml-Kolben gibt man 2,27 g (10-2 moI) der Ver- 
bindung 9, 2,04 g (10"2 Mol) Dicyclohexylcarbodiimid und 
1,15 g (10"2 Mol) N-Hydroxysuccinimid. Man gibt 40 cm3 
CH2CI2 zu und ruhrt 5 Stunden unter Stickstoff atmosphare . 
Ein weiJ5er Niederschlag bildet sich und wird filtriert. Das 
Filtrat wird eingedampft. Der erhaltene Ruckstand zeigt in 
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der DUnnschichtchrbmatographie nur einen einzigen Fleck, er 
wird nicht gereinigt. Die Ausbeute ist quantitativ, 

Dunnschichtchromatographie (C.C.M.) - Merck 5735-Platten, 
Silikagel 6OF254 - Elutionsmittel 5% CH3OH - 95% CH2CI2/ Rf 
0,7. 

Verfahren zur Herstellung von 1-0- ( 4 ^ 4 ^ -Dimethoxytrityl) -4- 
amido- ( 6-trif luoracetylamido) -caproat-4-amino-l, 3-butandiol 
11 

In einen 50 cm3-2-Halskolben gibt man unter Stickstof f atmo- 
sphare 2/44 g (6 mMol) der Verbindung )B und 3,44 g (9,45 
mMol) der Verbindung 10, Man 15st in 25 cm^ wasserf reiem 
Dimethyl formamid und riihrt 16 Stunden. Man dampft dann das 
Dimethyl formamidim Rotationsverdampf er unter reduziertem 
Druck ab (P = 20 mm Hg) . Der erhaltene Ruckstand wird uber 
eine Silikasaule von Merck 9385 gereinigt, Elutionsmittel 5 
Hexan - 95 CH2CI2/ dann CH3OH 2 10 - CH2CI2 98 -> 90. Das 
Silika wird zuvor in Suspension neutralisiert , wobei das 
Elutionsmittel zu Anfang 1% DIEA enth^lt- Nach der Reini- 
gung wird die Verbindung 11^ mit 84%iger Ausbeute erhalten. 
DQnnschichtchromatographie (C.C.M.) - Merck 5735-Platten, 
Silikagel 6OF254 Elutionsmittel 10% CH3OH - 90% CH2CI2/ Rf 
0,8. 

Verfahren zur Herstellung von 1--0- ( 4 , 4 ^ -Dimethoxytrityl ) -3- 
0~ (N, N-diisopropylamino-2-cyanoethoxyphQsphino) ■'4-amido~ ( 6- 
trif luoracetylamido) -caproat-4-amino-l , 3~butandiol 4 

In einen 50 cm^-2-Halskolben gibt man unter Stickstof f atmo- 
sphere 2 g (3 mMol) von Derivat ]JL. Man fiigt 17 ml wasser- 
freies Tetrahydrof uran, 1,6 cm^ Diisopropylamin und 0,8 cm^ 
(4,1 mMol ) N, N' -biisopropylamino-2-cyanoethoxychlorphosphin 
hinzu. Man ruhrt 1 Stunde bei Raumtemperatur und fugt dann 
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zur Losung 25 cm^ Ethylacetat und 20 cm^ 5%iges NaHC03 zu. 
Die erhaltene organische Phase wird dann dreimal mit 5%igein 
NaHC03 gewaschen, uber MgS04 getrocknet, filtriert und bis 
zur Trockene eingedampft (P = 20 mm Hg) . Der Ruckstand wird 
uber eine Silikasaule von Merck 9385 gereinigt, Elutions- 
mittei Hexan 15 - Ethylacetat 85. Das Silika wird zuvor in 
Suspension neutralisiert / wobei das Elutionsmittel 1% DIEA 
enthait* Nach der Reinigung erhalt man das Derivat 4_ mit 
62%iger Ausbeute. Diinnschichtchromatographie (C.C.M.) - 
Elutionsmittel Hexan 10 -Ethylacetat 90, Rf 0,75. 

BEISPIEL III: Studie der Reaktivitat der Derivate 1 und 4 

Die nichtnukleotiden Phosphoramidite 1^ und 4_ konnen jeweils 
eingesetzt werden, um in 5' (OH) und(oder) in 3' (OH) ein 
Oligonukleotid einzufuhren: 

- chemische Zweige (Derivat 1) . 

- "primare Amin"-Zweige (Derivat 4) 

Die "primaren Amin"-Zweige sind voneinander und von der 
Oligonukleotidkette durch die chemischen Zweige getrennt. 

Mit dem Zweck, derartige biopolymere Strukturen zu verwirk- 
lichen, wurde die Reaktivitat der Verbindungen 1 und 4_ un- 
ter den ublichen automatischen ADN- oder ARN-Synthesebe- 
dingungen uberpruft, 

Hierzu werden die Derivate 1 und 4 in einer automatischen 
Synthesevorrichtung fur Oligonukleotide kondensiert, wobei 
sie in 5' (OH) von einem Thymidin-Thymidin (T-T) -Dimeren auf 
einen festen Trager kondensiert wurden (CPG-TrSger - Con- 
trolled Porous Glass, typisch bei automatischen Synthesen) . 
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Wenn man den aus der Kondensation der Einheit £ stanunenden 
Aminzweig mit und deh aus der Kondensation der Einheit 1 
stammenden chemischen Zweig mit S bezeichnet, sind die bei 
5' (OH) modif izierten Dimeren T-T, die synthetisiert wurden, 
die folgenden: 

NTT 12 
STT 12 
NSTT 14 
SNSTT 15 

Die Derivate 1^ und A werden erfolgreich in 5' (OH) eines 
Oligonukleotids als Verl^ngerung gebunden (vgl. NTT, STT). 
Die Verbindung £ wird erfolgreich im AnschluB an den chemi- 
schen Zweig gebunden (vgl. NSTT) und die Verbindung 1 wird 
genauso im AnschluB an den Aminzweig gebunden (vgl. SNSTT). 
Alle Bedingungen (Kupplungszeit , Konzentration der Reagen- 
zien und Losungsmit tel ) , die herkommlicherweise im Laufe 
eines Oligonukleot idverlangerungszyklus ses verwendet war- 
den, erweisen sich hinsichtlich der Kondensation von 1_ als 
geeignet- 

Dennoch muiiten fur die Kondensation von 4^ die iiblicherweise 
verwendeten Bedingungen (Konzentration von Phosphoramidit 
0,1 M und Kondensationszeit 25 Sekunden) optimiert werden. 
In der Tat kondensiert das Derivat 4_ mit einer fast quanti- 
tativen Ausbeute, wenn man eine Konzentration von 0, 1 M 
Phosphoramidit einsetzt, und die Kondensationszeit 10 Minu- 
ten ist. 

Man erhalt in jedem der vier durchgef uhrten Kondensations- 
versuche ein beinahe reines Produkt, wie es auch die Analy- 
senergebnisse der Kapillarelektrophorese zeigen (Fig. 1) . 
Diese Ergebnisse zeigen, daB die Kondensationsreaktionen, 
der Oxidationsabbau und die Spaltung vom festen Trager nach 



der Synthese wirksam ist und die trimeren (NTT, STT) r te- 
trameren (NSTT) und pentameren (SNSTT) Formen nicht abbau- 
en. Zudem ist es bei der Oligonukleotidsynthese moglich, 
die Losung zur Entfernung der DimethoKytritylschutzgruppe 
wieder zugewinnen, und die Intensitat der orangenen Farbe 
des Kations zu messen, urn die Ausbeute jeder Kondensation 
abzuschatzen . Diese Messungen wurden fiir die Kondensationen 
von S und N durchgef uhrt , wobei sie fast quantitative Aus- 
beuten ergeben. 

Die Labilitat der Schutzgruppe des Amins (Trif luoracetyl- . 
gruppe) wurde ebenfalls untersucht. In der Tat zeigen sich 
die fur die Spaltung einer Oligonukleotidkette auf einem 
festen Trager typischen Bedingungen {NH4OH 32%, IH, RT) zur 
Entfernung der Schutzgruppen der Phosphate und Amine der 
Basen der Oligonukleotidkette (NH4OH 32%, 8H, 55^C) als 
ausreichend, um vom durch Kondensation eines Monomeren _4 
eingefligten primaren Amin in den Polymeren 12^, 14_ und 15 " 
die Schutzgruppe zu entfernen. 

Kupplung des Derivats 1 oder des Derivats 4 in fester Phase 
mit einem Dimeren Thymidin-Thymidin, fixiert auf einem un- 
loslichen .festen Trager, 

Das Derivat .1 oder das Derivat 4, gelost in wasserf reiem 
Acetonitril bei einer Konzentration von 0,1 M wird durch 
0,5 M Tetrazol im gleichen Losungsmi t tel aktiviert und mit 
der Hydroxylgruppe in 5' -Position von einem Thymidine 
Thymidin-Dimeren, fixiert auf einem iiblicherweise unlosli- 
chen festen Trager, der bei einer Oligonukleotidsynthese in 
einem Synthesator ABI 394 eingesetzt wird, kondensiert. 
Hinsichtlich der Kondensation der Verbindung _1 sind alle 
Bedingungen mit denen bei einem QligonukleotidverlMnge- 
rungszyklus eingesetzten identisch (N.D. Sinha, J, Biernat, 
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J, MacManus und H. Koster, Nucleic Acids Research (1984), 
12 (11) , 4539) . 

Hinsichtlich der Kondensation von Verbindung 4^ sind die Be- 
dingungen mit denen in einem Oligonukleotidverlangerunszy- 
klus eingesetzten identisch, mit Ausnahme der Kupplungs- 
zeit, die auf 10 Minuten ausgedehnt wird; wahrend sie bei 
den typischen Kupplungsbedingungen 25 Sekunden betragt. 

Die Spaltung vom festen Trager wird unter ublichen Bedin- 
gungen durchgefiihrt (NH4OH 32%) und das Endprodukt wird mit 
einer Ausbeute, vergleichbar den gewohnlich bei einer Oli- 
goniikleo t ids yn these erreichten, erhalten. 

Die tri-, tetra- und pentameren Syntheseprodukte 1^^ 13_, 14_ 
und 15^ werden mittels Kapillarelektrophorese analysiert 
(vgl. Fig 1); ABI 270A, Kapillarsaule MICRO-GELioor Innen- 
durchmesser 50 pm, Lange 50 cm, Spannung 15 kV, Puffer 75 
mM Tris-Phosphat, 10% Methanol, pH 1,6. 

BEISPIEL IV: Herstellung von gemischten Qligodesoxyribonu- 



Die Synthase und der Einsatz gemischter Molekule, die aus 
einem Oligodesoxynukleotidteil und einem anderen, charakte- 
ristische chemische Eigenschaf ten besitzenden Teil zusam- 
mengesetzt sind, erm5glichen leicht und schnell den Nach- 
weis der Zieldesoxyribonukleinsauren durch nichtradioaktive 
Verfahren. Der Oligodesoxyribonukleotidteil der bestimmten 
und zu einem ADN-Zielf ragment homologen Sequenz liefert die 
Stabilisierungsenergie und stellt die Hybridisierung mit 



kleotidmolekulen, die bei 5^ (OH) eine lineare 
Verfiechtung von chemischen Zweigen tragen, 
die von Aminzweigen unterbrochen sind, welche 
filr den Nachweis der ADN-Sequenzen durch 
nichtradioaktive Verfahren verwendbar sind. 
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dem nachzuweisenden ADN-Molekul sicher. Der Teil, der die 
Reaktivitat liefert, die den direkten Oder indirekten Nach- 
weis des Hybrids ermoglicht , kann am 5' (OH)- und{oder) 
3' (OH) -Ende der Nukleinsauresequenz eingefiihrt werden. In 
diesem prazisen Beispiel wird der fur den Nachweis verant- 
wortliche Teil im wesentlichen bei 5' (OH) der Nukleinsaure- 
sequenz eingefiihrt . 

Der fur den Nachweis verantwortliche Teil wird bei 5' (OH) 
der noch auf dem festen Trager fixierten Oligonukleotidket- 
te eingefuhrt, und die Basen und Phosphate werden ge- 
schutzt^ indem man eine Reihe von Kondensationen der Deri- 
vate 1 und £ unter Verwendung der gleichen Reaktionszyklen 
des automatischen ADN-Synthesators , wie die fur die Synthe- 
se der Nukleinsauresequenz verwendeten, durchfuhrt. Jedoch 
wird hinsichtlich des Derivats £ die Kondensationszeit auf 
10 Minuten anstelle der 25 Sekunden des typischen Zyklusses 
ausgedehnt . 

Nach der Spaltung der 5' -modif izierten Oligonukleotidkette 
von ihrem festen Trager und der Entfernung der Schutzgrup- 
pen von den Basen und Phosphaten, wird der Teil, der die 
Reaktivitat liefert, die fUr den Nachweis verantwortlich 
ist, durch eine kovalente chemische Bindung eingefuhrt. Von 
den verschiedenen Molekulen, die die fur den Nachweis er- 
forderlichen Eigenschaf ten besitzen, setzt man bevorzugt 
Biotin, Digoxigenin, Fluorescein, Peroxidase und alkalische 
Phosphatase ein. Diese Molekule, die entsprechend aktiviert 
sind^ werden an der Oligonukleotidkette auf der Ebene der 
primaren Amine, die hierzu aufgrund ihrer Nukleophilie ein- 
gefuhrt werden, fixiert. 

Wenn man den aus der Kondensation der Einheit ± stammenden 
Aminzweig mit N und den aus der Kondensation der Einheit 1^ 
stammenden chemischen Zweig mit S bezeichnet, sind die bei 




5' (OH) modif izierten Oligomeren, die synthetisiert wurden, 

die folgenden: 

NSSrnrCAAAGAAGATGGCAAAACA 16 

NSSNSSmTCAAAGAAGATGGCAAAACA H 

NSSNSSNSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA Ifi 

NSSNSSNSSNSSTTTTCAAAGAAGATCGCAAAACA J2 

Nach der Abspaltung der derart modif izierten Oligonukleo- 
tidkette von ihrem festen Trager und der Entfernung der 
Schutzgruppen von den Basen und Phosphaten, werden die Son- 
den 1^, 12, 18_ und 19^ biotinyliert , um zu den biotinylier- 
ten Sonden^ 20^ 2_lf 2_2 und 23 zu fuhren, die mit Kapillare- 
lektrophorese (Fig. 2a, 2b) analysiert werden. 

Wenn man den aus der Kondensation der Einheit gefolgt 
von einer Biotinylierung stanmenden Aminzweig mit B und den 
aus der Kondensation der Einheit !_ stammenden chemischen 
Zweig mit S bezeichnet, sind die bei 5' (OH) mono- Oder po- 
lybiotinylierten Sonden, die erhalten wurden, die folgen- 
den; 

BSSmrCAAAGAAGATGGCAAAACA 2Q 
BSSBSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA 21 
BSSBSSBSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA 22 
BSSBSSBSSBSSTnrCAAAGAAGATGGCAAAACA 21 



Fig: 2a, 2b, 

Verfahren zur Herstellung von gemischten Oliqodesoxyribonu- 
kleotidmolekUlen, die bei 5' (OH) eine lineare Verflechtunq 
von chemischen Zweiqen tragen, die von Aminzweiqen 16, 17, 
18 und 19 unterbrochen sind 

Eine ADN-Sonde wird mit einer zu einer Zielsequenz komple- 
mentaren Oligodesoxynukleotidsequenz synthetisiert. Man 
stellt in fester Phase in einem automatischen ADN- 
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Synthesator ABI 394 gleichzeitig vier identische Sonden (in 
vier Reaktoren) der Sequenz 5' TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA3' 
her. Der Synthesator ist programmiert ^ Fixationszyklen bei 
5' der Einheiten 1^ und _4 f ortzusetzen, um jeweils zu den 
Biopolymeren 16, 1/7, 1^ und 19^ zu fiihren- Hierzu setzt man 
6 mg mit 34 pMol/g, entsprechend 0,2 pMol Dimethoxytrityl- 
benzoyladenosin f unktionalisierten CPG-Trager ein. Das De- 
rivat 1 und das Derivat £ werden mit einer Konzentration 
von 0,1 M in wasserfreiem Acetonitril gelost und in den 
Synthesator ah den vorgegebenen Stellen fur nichttypische 
Phosphoramidite eingefuhrt. Nach der automatischen Synthese 
der Biopolymere 1_6, 17, _18 und 1^ werden die derart modifi- 
zierten Oligonukleotidketten durch 4 f Unf zehnminutige, auf- 
einanderfolgende Behandlungen mit 500 ]il 32%igem NH4OH von 
den CPG-Tragern abgelost. Die erhaltenen ammoniakalischen 
Losungen werden 5 Stunden bei 55**C erwarmt. Die zweite Be- 
handlung dient dazu, von den Basen und Phosphaten der Oli- 
gonukleotidketten die Schutzgruppen zu entfernen. Die ammo- 
niakalischen Losungen werden lyophilisiert , wobei die vier 
Ruckstande einer molekularen Filtrationschromatographie" 
(Gel Sephadex G50) und dann einer Gelelektrophorese auf 
20%igem Polyacrylamid unterzogen werden. 

Verfahren zur Biotinylierung der gemischten Oligodesoxyri- 
bonukleotidmolektile, die bei 5" (OH) eine lineare Verflech- 
tung von chemischen Zweigen traqen, und von Aminzweiqen un- 
terbrochen sind, Herstellung der biotinylierten Sonden 20, 
21, 22 und 23 

In einem ETppendorf gef afi> lost man 20 DO der aminierten Sonde 
16 , 11 , 18 Oder 1^ in 120 \xl 0,01 M Phosphatpuf f er mit pH 
7,5. Man gibt eine Losung von 20 mg Sulf osuccinimidyl-6- 
biotinamidocaproat in 240 jal Dimethyl formamid zu. Man inku- 
biert 16 Stunden bei Raumtemperatur . Jede Lasung wird einer 
molekularen Filtrationschromatographie (Gel Sephadex G50) 
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unterzogen und dann einer Gelelektrophorese auf 20%igem Po- 
lyacrylamid. Die biotinylierten Sonden 20, 21, 22^ und 23 
werden mittels Kapillarelektrophorese analysiert, Mikro- 
^^^100' ^"^^^^^^^^^^^^^sser 50 \xm, Lange 50 cm, Spannung 15 
kV, 75 mM Tris-Phosphatpuf f er - 10% Methanol, pH 7,6. 

BEISPIEL V: Herstellung eines f esten CPG-Tragers (Control- 
led Porous Glass) , . f unktionalisiert mit dem 1- 
O- (4, 4^ -Dimethoxytrityl) -1, 3-butandiol 

Der mit dem 1-0- (4, 4' -Dimethoxytrityl) -1, 3-butandiol 3 
f unktionalisierte CPG-Trager besitzt die Formel 24 > 

DMTO-CH2.CH2 

CH-CH3 

? o 

OCH2-CH2-C-NH 




Der nachfolgende Ansatz bezieht sich auf die Herstellung 
eines entsprechend f unktionalisierten festen Tragers, um 
Nukleinsauresonden herzustellen, in denen ein oder mehrere 
Marker, unterbrochen von chemischen Zweigen, bei 3' (OH) der 
Sonde durch jedes manuelle oder automatische Internukleo- 
tidverbindungs-Syntheseverf ahren auf einem festen TrSger 
eingefuhrt werden k5nnen . 

Das angepalite Verfahren zur Funktionalisierung des CPG- 
TrSgers umfalJt die nachf olgenden Schritte (Schema III) : 



Srhema HI 



CH2-C' 



DMT0-CH2-CHa 

dhhCHa 

6h 



CH2-C' 
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Das 1-0- (4, 4'-Dimethoxytrityl) -1, 3-butandiol 3 wird am 
freien sekundaren Alkohol mit Succinanhydrid acyliert, dann 
die erzeugte Saure 25^ in Form des Pentachlorphenolesters 26 
aktiviert. Auf dem CPG-Trager befinden sich an der Oberfla- 
che "primare Amin"-Funktionen, die das Derivat 26 durch 
Bildung einer Amidbindung, ausgehend vom aktivierten Ester, 
fixieren. 



Verfahren zur Herstellung von l-O- ( 4 , 4 ^ TDimethoxytrityl ) -3- 
succinat-1, 3-butandiol 25 

Man gibt unter Argon 2,35 g (6 mMol) der Verbindung 3 in 
einen 50 cm3-2-Halskolben, fugt 22 cm^ wasserfreies Pyri- 
din, 0,74 g (6,1 mMol) 4-Dimethylaminopyridin und 0,64 g 
(6,4 mMol) Succinanhydrid zu. Man ruhrt die Reaktionsmi- 
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schung 3 Tage bei Raumtemperatur mit einem Magnetriihrer . 
Man gibt dann zur Reaktionsraischung Toluol und entfernt an- 
schliefiend das Pyridin mit dem Toluol azeotrop (Rotations- 
verdampfer, P = 20 mm Hg) . Der erhaltene Ruckstand wird in 
75 cm^ Dichlormethan gelost,. Die derart erhaltene organi- 
sche Phase wird zweimal mit einer 4 x 10"^ m Zitronensaure- 
losung gewaschen. Die organische Phase wird uber MgSO^ ge- 
trocknet, filtriert und eingedampft (Rotationsverdampf er , P 
= 20 ram Hg) . Der Ruckstand wird iiber eine Silikasaule von 
Merck 9385 - Elutionsmittel : Gradient Hexan 15 - CH2CI2 85 

CH2CI2 100 -> MeOH 3 - CH2CI2 97 gereinigt. Das Silika 
wird zuvor in Suspension neutralisiert , wobei das Elutions- 
mittiel zu Beginn 1% DIEA enthait. Man erhSlt nach der Rei- 
nigung 1 g der Verbindung Z5, Ausbeute: 34%. 

Verfahren zur Herstellunq von 1-0- ( 4 ^ 4 ^ -Dimethoxytrityl ) -3- 
(pentachlorphenoxysuccinat) -1^ 3-butandiQl 26 

Man gibt 1 g der Verbindung 25^ (2 mMol) in einen 25 cm^-2- 
Halskolben, setzt unter Stickstoff atmosphere und gibt 0,58 
g Pentachlorphenol (2,2 mMol) und 14 cm^ einer 0,62 g Dicy- 
clohexylcarbodiimid (3 mMol) in wasserfreiem Dimethylf orma- 
mid enthaltenden Losung zu. Man ruhrt die Reaktionsmischung 
mit dem Magnetriihrer 24 Stunden bei Raumtemperatur. Man 
filtriert den Dicyclohexylharnstof f-Niederschlag ab, dann 
wird der Niederschlag mit 50 cm^ Benzol gewaschen. Man 
dampft das Benzol ab. 

Der Ruckstand wird liber eine Silikasaule von Merck, 9385 
gereinigt - Elutionsmittel Hexan 15 - Dichlormethan 85. Das 
Silika wird zuvor in Suspension neutralisiert, wobei das 
Elutionsmittel 1% DIEA enthalt. Nach der Reinigung erhalt 
man 1,7 g der Verbindung 2^, Ausbeute = ± 100%. 
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Herstellung eines festen CPG-TrMgers (Controlled Porous 
Glass) r der mit der Gruppierung 1-0- ( 4 ^ 4^ -Dimethoxytrityl) - 
1/ 3~butandiol 24. f unktionalisiert ist 

Der eingesetzte feste Trager (PIERCE, Ref . 24875) besitzt 
eine Porositat von 500 A. Er wird an der Oberflache mit den 
"primSren Amin"-Gruppen f unktionalisiert . Man gibt 0,5 g 
des aminierten CPG-Tragers, 0,2 cm^ frisch destilliertes 
Triethylamin, 0,385 g Pentachlorphenolester 26 (0,26 itiMol) 
und 1,3 cm^ wasserfreies Dimethylf ormainid in einen 10 cm^- 
Kplben. Man verschlieftt den Kolben und ruhrt 24 Stunden bei 
37**C. Zu diesem Zeitpunkt kontrolliert man an einem kleinen 
Teil des festen Tragers, ob er von 2_6 wirksam funktionali- 
siert wurde. Dieser Teil wird mehrfach mit Ethanol und dann 
mit Ether gewaschen, dann mit einer 0,1 M Losung p~Toluol- 
sulfonsaure in wasserfreiem Acetonitril behandelt. Dieser 
Arbeitsschritt hat das Ziel, die Schutzgruppe vom primaren 
Alkohol zu entfernen und fuhrt zum Auftreten der orangen 
Farbung des in diesem wasserfreien Milieu gebildeten Dime- 
thoxytritylkations . Wenn also die orangene FSrbung auf- 
tritt, kann damit die Behandlung des derart funktionali- 
sierten Tragers verfolgt werden. 

Man fuhrt die Neutralisation der primaren Aminf unktionen 
des Tragers, der nicht reagiert hat, fort. Hierfur gibt. man 
70 pi Acetanhydrid zur Reaktionsmischung und laftt 10 Minu- 
ten bei 37°C.ruhren. Man filtriert dann den festen Trager 
ab. Der Trager wird anschlieftend nacheinander mit 20 cm^ 
Dimethylf ormamid, 20 cm^ Ethylalkohol , 20 cm^ Dioxan und 20 
cm^ Ethylether gewaschen. Er wird dann in einem Exsikkator 
unter Vakuum (P = 20 mm Hg) in Gegenwart von Phosphorpento- 
xid getrocknet. Man nimmt nun eine Bestimmung der auf dem 
Trager fixierten Anzahl Molekule 26 vor durch quantitative 
spektroskopische (sichtbare) Bestimmung der Anzahl der im 
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sauren Millieu pro Gramm Trager f reigesetzten 4,4'-Di- 
methoxytritylgruppen • 

In eine 10 cm^-MeBkuvette gibt man 8,1 mg des funktionali- 
sierten CPG~Tragers und fugt 10 ml 0,1 M p-Toluolsulf on- 
saure in wasser f reiem Acetonitril zu. Die Losung farbt sich 
orange, wobei die Ablesung 4 97 nm ergibt, s = 7 x 10^. Man 
mi/St eine Absorption von 1,72. 

C A = K72 = 0.245 10"^ mol/l 

Die Funktionalisiisrung des TrSgers ist demnach 30,3 pMol/g. 

BEISPIEL VI: Studie der Reaktivitat eines mit den l-O- 

(4,4' -Dimethoxytrityl) -1, 3-butandiol- 
Einheiten f unktionalisierten CPG-Tragers 

Der CPG-Trager 24, der mit den 1-0- ( 4 , 4 ' -Dimethoxytrityl) - 
1, 3-butandiol-Einheiten f unktionalisiert ist, kann zur Ein- 
ftihrung 

- von chemischen Zweigen (Kondensation von Derivat 3^) 

- von "primaren Amin"-Zweigen (Kondensation von Derivat 
bei 3' (OH) eines Oligonukleotids eingesetzt werden. 

Die "primaren Amin"-Zweige sind voneinander und von der 
Oligonukleotidkette durch die chemischen Zweige getrennt, 

Mit dem Ziel, einen derartigen biopolymeren Aufbau zu ver- 
wirklichen, wurde die Reaktivitat des CPG-Tragers 2_4 unter 
den Bedingungen der automatischen Oligonukleotidsynthese 
getestet. Hierzu wurde der CPG-Trager Z4, der in den Reak- 
tor einer automatischen Oligonukleotidsynthesevorrichtung 
hineingegeben wurde, einer Reihe von Kondensationen mit je- 
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weils den Phosphoramiditen 1^, £ und dem Thymidin (T) unter- 
zogen. 

Wenn man den aus d'er Kondensation der Einheit £ stammenden 
Aminzweig mit N und den aus der Kondensation der Einheit 1^ 
stammenden chemischen Zweig mit S bezeichnet, sind die Po- 
lymere, die synthetisiert wurden, die folgenden: 

TTSS 27 
TTNS 28 
SSTT 22 
NSTTSNS 30 

Das Tetramer SSTT wurde allein zum Vergleich mit TTSS fur 
die Kapillarelektrophorese hergestellt. Die Phosphoramidite 
.1^ und £ werden daher erfolgreich auf dem CPG-Trager 2A un- 
ter den typischen Bedingungen (Kupplungszeiten, Losungsmit- 
tel, Reagenzien) einer Kondensation eines automatischen 
Oligonukleotidsynthesators fixiert. Dennoch mufi bei der 
Kondensation von. Verbindung 4^ die Kupplungszeit anstatt yon 
25 Sekunden beim typischen Zyklus auf 10 Minuten ausgedehnt 
werden. Die eingesetzten typischen Bedingungen fur die 
Spaltung der Oligonukleotide von ihrem festen Trager (32% 
NH4OH - 4 X 500 \il - 15 Minuten) erweisen sich als geeig- 
net, da die Verbindungen 21^, 20^ und 30 mit guten Ausbeuten 
erhalten werden. 

Man erhalt in jedem der durchgef uhrten Kondensationsversu- 
che ein relativ reines Produkt, wie es auch die Analysener- 
gebnisse bei der. Kapillarelektrophorese zeigen (Fig, 3) - 

Aufierdem ist es bei der Oligonukleotidsynthese mOglich, die 
LCsung zur Entfernung der Dimethoxytritylschutzgruppe wie- 
derzugewinnen und die Intensitat der orangenen FMrbung des 
Kations zu messen, urn die Ausbeute jeder Kondensation zu 
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bestimmen. Diese Messungen wurden fur jede Kondensation auf 
dem Trager 2A durchgef uhrt . Sie zeigen nahezu quantitative 
Ausbeuten . 

Kondensation der Phosphoramidite 1 und 4 auf den CPG-Traqer 
2Ar Synthese der Polymere 21, 28 und 30 

Man stellt gleicbzeitig die drei Polymere 2_7, 2_8 und 3_0 in 
einem automatischen Oligonukleotidsynthesator ABI 394 her, 
Hierzu fiillt man in drei Reaktoren 6,6 mg (0,2 yiMol) des 
mit 30,3 pMol/g f unktionalisierten CPG-TrSgers 24^. Das De- 
rivat 1^ und das Derivat 4_ werden in wasserfreiem Acetoni- 
tril mit einer Konzentration von 0,1 M gelost und in den 
Synthesator, an den fiir nichttypische Phosphoramidite vor- 
gesehenen Stellen hineingegeben . Der Synthesator wird pro- 
grammiert, um Kondensationszyklen von 1, 4 und T gemaB den 
Sequenzen von 21_, 2S_ und 3_0 durchzuf iihren . Nach der automa- 
tischen Synthese von 2_7^ 28^ und 30 werden die Polymere 
durch 4 ISminutige auf einanderf olgende Behandlungen mit 500 
yl 32%igem NH4OH von den CPG-TrSgern abgel5st. Die ammonia- 
kalischen Lc3sungen werden lyophilisiert und die RQckstande 
mittels Kapillarelektrophorese (ABI 270 A) analysiert; Mi- 
kro-Gelioo"^^^-"-®' Innendurchmesser 50 pm, Lange 50 cm, 
Spannung 15 kV, 75 mM Tris-Phosphatpuf f er-10% Methanol, pH 
7,6. 

BEISPIEL VII: Herstellung von gemischten Qligodesoxyribo- 

nukleotidmolekulen^ die bei 3^ (OH) eine li- 
neare Verflechtung von chemischen Zweiqen 
tragen, unterbrochen von aminierten Zwei- 
gen, die fur den Nachweis von ADN-Sequenzen 
durch nichtradioaktive Verfahren verwendbar 
sind. 
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Die gemischten Molekulzusammensetzungen mit. einem Oligode- 
soxyribonukleotidteil und einem anderen Teil, der charakte- 
ristische chemische Eigenschaf ten besitzt, ermoglicht 
leicht und schnell den Nachweis von Zieldesoxyribonuklein- 
sauren durch nichtradioaktive Verfahren. Der Oligodesoxyri- 
bonukleotidteil der bestimmten und zu einem ADN-Ziel- 
fragment homologen Sequenz liefert die Stabiiisierungsener- 
gie und stellt die Hybridisierung mit dem nachzuweisenden 
ADN-Molekul sicher. Der Teil, der die Reaktivitat liefert, 
die den direkten oder indirekten Nachweis des Hybrids er- 
moglicht, kann am 5' (OH)- und (oder) 3' (OH)-Ende der Nu- 
kleinsauresequenz eingefuhrt werden. In diesem prazisen 
Beispiel wird der fur den Nachweis verantwortliche Teil im 
wesentlichen bei 3' (OH) der Nukleinsauresequenz eingefuhrt. 
Der fiir den Nachweis verantwortliche Teil wird bei 3' (OH) 
der Oligonukleotidkette eingefuhrt, indem zuerst eine Reihe 
von Kondensationen der Derivate !_ und £ auf einem festen 
CPG-Trager 24^ im automatischen Oligonukleotidsynthesator 
durchgefuhrt wird. Wenn die gewunschte Sequenz an chemi- 
schen Zweigen und primaren Aminzweigen im automatischen 
Synthesator aufgebaut worden ist, fahrt man infolge der 
aufgebauten Struktur mit der Konstruktion der Oligonukleo- 
tidkette fort. Die Kondensationen der Phosphoramidite 1 und 
£ im automatischen Oligonukleotidsynthesator werden unter 
Verwendung der gleichen Reaktionszyklen, die bei der Nu- 
kleinsauresequenzsynthese verwendet wurden, durchgefuhrt. 
Jedoch werden die Kondensationszeiten hinsichtlich des De- 
rivats £ anstelle von 25 Sekunden beim typischen Zyklus auf 
10 Minuten ausgedehnt . Nach der Abspaltung der 3'-modifi- 
zierten Oligonukleotidkette von ihrem festen Trager und der 
Entfernung der Schutzgruppen von den Phosphaten und Basen 
der Oligonukleotidkette wird der Teil, der die Reaktivitat 
liefert, die fiir den Nachweis verantwortlich ist, durch ei- 
ne kovalente chemische Bindung eingefuhrt. Von den ver- 
schiedenen Molekiilen, die die fiir den Nachweis erforderli- 
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Chen Eigenschaf ten besitzen, setzt man bevorzugt Biotin, 
Digoxigenin, Fluorescein^ Peroxidase und alkalische Phos- 
phatase ein. Diese entsprechend aktivierten MolekQle werden 
an der Oligonukleotidkette auf der Ebene der primaren Ami- 
ne, die hierzu aufgrund ihrer Nukleophilie eingefuhrt wer- 
den, fixiert. 

Wenn man deri aus der Kondensation der Einheit £ stammenden 
Aminzweig mit N und den aus der Kondensation der Einheit 1^ 
stammenden chemischen Zweig mit S bezeichnet, sind die bei 
3' (OH) modif izierten Oligomere, die hergestellt warden, die 



f olgenden : 

TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSNS ii 

TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSNSSNS 22 

TTTrCAAAGAAGATGGCAAAACASSNSSNSSNS 21 

TnTCAAAGAAGATGGCAAAACASSNSSNSSNSSNS 34 



Nach Abspaltung der derart modif izierten Oligonukleotidket- 
te von ihrem festen Trager und Entfernung der Schutzgruppen 
von den Basen und Phosphaten werden die vier Oligonukleoti- 
de durch Kapillarelektrophorese analysiert {Fig. 4). 

Nach dem Entschutzen der primaren Amine werden die Sonden 
31 , 32 , 33 und 3£ biotinyliert • Die erhaltenen biotinylier- 
ten Sonden 3^, 3^, ^2 ^8^ werden durch Kapillarelektro- 

phorese analysiert (Fig. 4). 

Wenn man den aus der Kondensation der Einheit 4_, gefolgt 
von einer Biotinylierung stammenden Aminzweig mit B und den 
aus der Kondensation der Einheit 1_ stammenden chemischen 
Zweig mit S bezeichnet, sind die erhaltenen, in 3' (OH) mo- 
no- Oder polybiotinylierten Sonden die f olgenden: 



TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSBS 21 

TTITCAAAGAAGATGGCAAAACASSBSSBS 25, 

TnrCAAAGAAGATGGCAAAACASSBSSBSSBS 21 

TnrCAAAGAAGATGGCAAAACASSBSSBSSBSSBS 21 



- 53 - 



• • • 



Verfahren zur Herstellung von gemischten Oligodesoxyribohu- 
kleotidmolekulen^ die in 3*^ (OH) eine lineare Verflechtung 
von chemischen Zweigen tragen^ die von Aminzweigen unter- 
brochen sind. Synthase der Sonden 31/ 32, 33 und 34 

Man stellt gieichzeitig die vier Sonden 3^, 32_, 33^ und 34_ 
in einem automatischen ADN-Synthesator ABI 394 her. Hierzu 
fiillt man in vier Reaktoren 6,6 rug (0,2 pMol) des mit 30,3 
pMol/g f unktionalisierten CPG-Tragers 2A. Das Derivat 1^ und 
das Derivat £ werden in wasserf reiem Acetonitril rait einer 
Konzentration von 0, 1 M gelost und in den Synthesator , an 
den fur nichttypische Phosphoramidite vorgesehenen Stellen 
hineingegeben. Der Synthesator wird programmiert , um mit 
den Fixierungszyklen der Phosphoramidite \1 und 4 nach den 
jeweiligen Sequenzen 3_1, 3_2, 33^ und 3j4 zu beginnen und dann 
mit den Nukleotidphosphoramiditen, der Synthase einer zu 
einer Zielsequenz komplementaren Nukleinsauresequenz, fort- 
zufahren: 

5 ' TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA3 ' 

Nach der automatischen Synthese der Biopolymere 31, 32, 33^ 
und 34_ werden die derart modif izierten Oligonukleotidketten 
von den CPG-Tragern durch 4 ISminutige auf einanderf olgende 
Behandlungen mit 500 pi 32%igem NH4OH abgespalten. Die er- 
haltenen ammoniakalischen Losungen werden fur 5 Stunden auf 
55°C erwarmt. Diese zweite Behandlung hat zum Ziel, von den 
Basen und Phosphaten der Oligonukleotidketten die Schutz- 
gruppen zu entfernen. Die ammoniakalischen Lc3sungen werden 
lyophilisiert und die vier Ruckstande werden einer moleku- 
laren Filtrationschromatographie (Gel Sephadex G50) und 
dann einer Gelelektrophorese auf 20%igem Polyacrylaraid un- 
terzogen . 
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Verfahren zur Biotinylierung der qemischten Oligodesoxyri- 
bonukleotidmolekule^ die bei 3^ (OH) eine lineare Verflech- 
tung von chemischen Zweigen tragen, die von Aminzweiqen un- 
terbrochen sind^ Herstellunq der biotinylierten Sonden 35/ 
36, 37 und 38 

In einem Eppendorf gef aifi lost man 20 DO der aminierten Sonde 
31 , 32 / 33 Oder 3± in 120 pi 0,01 M Phosphatpuf f er mit pH 
7/5. Man gibt eine Losung von 20 mg Sulf osuccininiidyl-6"- 
biotinamidocaproat in 240 pi Dimethylf ormamid zu. Man inku- 
biert 16 Stunden bei Raumtemperatur • Jede Losung wird mole- 
kularer Filtrationschromatographie (Gel Sephadex G50) un- 
terzogen und dann einer Gelelektrophorese auf 20%igem Po- 
lyacrylamid. Die biotinylierten Sonden 35, 3^, 37 und 38 , 
genauso wie die entsprechenden aminierten Sonden 31/ 32^, 3^ 
und 3^ warden mittels .Kapillarelektrophorese analysiert; 
Mikro-GelQ^OC^^^^l^' Innendurchmesser 50 piH/ Lange 50 cm, 
Spannung 15 kV, 75 mM Tris-Phosphatpuf f er - 10% Methanol, 
pH 7 / 6 . 

BEISPIEL VIII: Herstellung von gemischten Oligodesoxyribo- 

nukleotidmolekUlen/ die bei 3^ (OH) und 
5^ (OH) eine lineare Verflechtung von chemi- 
schen Zweigen tragen/ die von aminierten 
Zweigen unterbrochen sind/ die ftir den 
Nachweis von ADN-Sequenzen durch nichtra- 
dioaktive Verfahren verwendbar sind« 

Die gemischten Molekiilzusammensetzungen mit einem Oligode- 
soxyribonukleotidteil und einem anderen Teil, der charakte- 
ristische chemische Eigenschaf ten besitzt, ermoglicht 
leicht und schnell den Nachweis von Zieldesoxyribonuklein- 
sauren durch nichtradioaktive Verfahren. Der Oligodesoxyri- 
bonukleotidteil der bestimmten und zu einem ADN-Zielf rag- 
ment homologen Sequenz liefert die Stabilisierungsenergie 
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und stellt die Hybridisierung mit dem nachzuweisenden ADN- 
Molekiil sicher. Der Teil, der die Reaktivitat liefert^ die 
den direkten oder indirekten Nachweis des Hybrids ermog- 
licht, kann am 5' (OH)- und(oder) 3M0H)-Ende der Nuklein- 
sauresequenz eingefiihrt werden. In diesem prazisen Beispiel 
wird der fur den Nachweis verantwortliche Teil beiderseits 
gleichzeitig bei 5' (OH) und bei 3' (OH) in die Oligonukleo- 
tidkette eingefiihrt. 

Der fur den Nachweis verantwortliche Teil wird bei 3' (OH) 
der Oligonukleotidkette eingefiihrt/ indem zuerst eine Reihe 
von Kondensationen der Derivate 1 und £ auf einem festen 
CPG-Trager 2_4 im automatischen Oligonukleotidsynthesator 
durchgefuhrt wird. Wenn die gewiinschte Sequenz an chemi- 
schen und primaren Aminzweigen im automatischen Synthesator 
aufgebaut worden ist, fahrt man im AnschluB an die aufge- 
baute Struktur mit der Konstruktion der Oligonukleotidkette 
fort. 

Nach der Oligonukleotidkette wird der Synthesator program- 
miert/ um .mit den Fixationszyklen in 5' der Einheiten 1 und 
4_ fortzuf ahren . Die Kondensationen der Phosphoramidite 1 
und 4^ im automatischen Oligonukleotidsynthesator werden un- 
ter Verwendung der gleichen Reaktionszyklen, die bei der 
Nukleinsauresequenzsynthese verwendet werden, durchgef iihrt . 
Jedoch werden die Kondensationszeiten hinsichtlich des De- 
rivats 4 anstelle von 25 Sekunden beim typischen Zyklus auf 
10 Minuten ausgedehnt. 

Nach der Abtrennung der 3' (OH) - und 5' (OH).-modif izierten 
Oligonukleotidkette von ihrem festen Trager und der Entfer- 
nung der Schutzgruppen von den Phosphaten und Basen der 
Oligonukleotidkette wird der Teil, der die Reaktivitat lie- 
fert, die fiir den Nachweis verantwortlich ist, durch eine 
kovalente chemische Bindung eingefuhrt. Von den verschiede- 
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nen Molekulen, die die fUr den Nachweis erf orderlichen Ei- 
genschaften besitzen, setzt man bevorzugt Biotin, Digoxi- 
genin. Fluorescein, Peroxidase und alkalische Phosphatase 
ein. Diese entsprechend aktivierten Molekule warden an der 
Oligonukleotidkette auf der Ebene der primaren Amine, die 
hierzu aufgrund ihrer Nukleophilie eingefuhrt werden, fi- 
xiert. 

Wenn man den aus der Kondensation der Einheit £ stammenden 
Aminzweig mit N und den aus der Kondensation der Einheit 1, 
stammenden chemischen Zweig mit S bezeichnet^ sind die bei 
3' (OH) und 5' (OH) modif izierten Oligomere, die hergestellt 
wurden, die folgenden: 

NSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSNS 21 

NSSNSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSNSSNS 4(2 
NSSNSSNSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSNSSNSSNS 41 
NSSNSSNSSNSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSNSSNSSNSSNS42 

Nach Abspaltung der derart modif izierten Oligonukleotidket- 
te von ihrem festen Trager und Entfernung der Schutzgruppen 
von den Basen und Phosphaten werden die vier Oligonukleoti- 
de mittels Kapillarelektrophorese analysiert (Fig. 5) . 

Die Sonden _39, 4_0, 4J^ und £2^ sind nun biotinyliert ; die er~ 
haltenen biotinylier ten Sonden 43^r ^_^f ji5 und 4_6 werden 
mittels Kapillarelektrophorese analysiert (Fig. 5) . 

Wenn man den aus der Kondensation der Einheit 4, gefolgt 
von einer Biotinylierung stammenden Aminzweig mit B und den 
aus der Kondensation der Einheit 1^ stammenden chemischen 
Zweig mit S bezeichnet, sind die erhaltenen, in 3' (OH) und 
in 5' (OH) mono- oder polybiotinylierten Sonden die folgen- 
den: 
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BSSTnrCAAAGAAGATGGCAAAACASSBS 42 
BSSBSSTnrCAAAGAAGATGGCAAAACASSBSSBS 44 
BSSBSSBSSTTITCAAAGAAGATGGCAAAACASSBSSBSSBS 41 
BSSBSSBSSBSSTrTrCAAAGAAGATGGCAAAACASSBSSBSSBSSBS4fi 

Verfahren zur Herstellung von gemischten Oligodesoxyribonu- 
kleotidmolekulen^ die in 3^ (OH) und 5^ (OH) eine lineare 
Verflechtung von chemischen Zweigen tragen, die von T^in- 
zweigen unterbrochen sind^ Synthese der Sonden 39, 40, 41 
und 42 • 

Man stellt gleichzeitig die vier Sonden 3^, 40^ 41_ und j42 
in einem automatischen ADN-Synthesator ABI 394. her. Hierzu 
ftillt man in vier Reaktoren 6,6 mg (0,2 pMol) des mit 30,3 
pMol/g funktionalisierten CPG-Tragers 2_4 . Das Deriyat 1 und 
das Derivat £ werden in wasserfreiem Acetonitril mit einer 
Konzentration von 0,1 M gelost und in den Synthesator, an 
den fur nichttypische Phosphoramidite vorgesehenen Stellen 
hineingegeben . 

Der Synthesator wird programmiert , um mit den Fixierungszy- 
klen der Phosphoramidite 1 und 4^ nach den jeweiligen Se- 
quenzen 39^, 40_, £1 und 42^ zu beginnen und dann mit den Nu- 
kleotidphosphoramiditen, der Synthese einer zu einer Ziel- 
sequenz komplementaren Nukleinsauresequenz , f ortzuf ahren : 

5 ' TTTTCAAAGAAGATGGC AAAACA3 ' 

und schliefilich die Kondensationszyklen der Einheiten 1 und 
4^ bei 5' der Nukleinsaurekette f ortzuf uhren . 

Nach der automatischen Synthese der Biopolymere _39, 4_0, 41. 
und 42_ werden die derart modif izierten Oligonukleotidketten 
von den CPG-TrSgern durch 4 ISminutige auf einanderf olgende 
Behandlungen mit 500 \il 32%igem NH4OH abgespalten. Die er- 
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haltenen ammoniakalischen L5sungen werden flir 5 Stunden auf 
55®C erwarmt. Diese zweite Behandlung hat zum Ziel, die 
Schutzgruppen von den Basen und Phosphaten der Oligonukleo- 
tidketten zu entfernen. Die ammoniakalischen Losungen wer- 
den lyophilisiert und die vier Ruckstande werden einer mo- 
lekularen Filtrationschromatographie (Gel Sephadex G50) und 
dann einer .Gelelektrophorese auf 20%igem Polyacrylamid un- 
terzogen, 

Verfahren zur Biotinylierung der gemischten Oligodesoxyri- 
bonukleotidmolekule^ die bei 3^ (OH) und 5^ (OH) eine lineare 
Verflechtung von chemischen Zweigen tragen, die von Amin- 
zweigen unterbrochen sind, Herstellung der biotinylierten 
Sonden 43, 44, 4 5 und 4 6 

In einem Eppendorf gef aJ3 lost man 20 DO der Sonde 3^, 40, 41_ 
Oder j42 in 120 ]xl 0,01 M Phosphatpuf f er mit pH 7,5. Man 
gibt eine Losung von 30 mg Sulf osuccinimidyl-6-biotin- 
amidocaproat in 360 pi Dimethylf ormamid zu, Man inkubiert 
16 Stunden bei Raumtemperatur - Jede Losung wird einer mole- 
kularen Filtrationschromatographie (Gel Sephadex G50) un- 
terzogen und dann einer Gelelektrophorese auf 20%igem Po- 
lyacrylamid. Die biotinylierten Sonden^4^, 4_4, 4^ und 46, 
genauso wie die entsprechenden aminierten Sonden 3^, 4_0, 4_1 
und 42 werden mittels Kapillarelektrophorese analysiert; 
Mikro-GeljQQ-Saule, Innendurchmesser 50 pm, Lange 50 cm, 
Spannung 15 kV, 75 mM Tris-Phosphatpuf f er - 10% Methanol, 
pH 7,6. 
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BEISPIEL IX: Verwendung. der in den Beispielen IV^ VII und 
VIII beschriebenen biotinylierten Sonden in 
der Hybridisierung auf einem fasten Trager - 
Nachweisgrenzen 

Um die Vorteile der vorliegenden Erfindung aufzuzeigen, 
warden die in 5' (OH) polybiotinylierten Sonden 20^, 21, 22 
und Z3, die in 3' (OH) polybiotinylierten Sonden 35, 36, 37 
und 38. sowie die in 3' (OH) und 5' (OH) polybiotinylierten 
Sonden 43_, 4A, 45 und 4_6 bei der Hybridisierung getestet, 
um ihr Verwendungspotential bei der Diagnostik zu studie- 
ren, 

Im allgemeinen findet die Hybridisierung zwischen einem mit 
seinem 5'(OH)-Ende auf einem fasten Kunststoff trager fi- 
xierten Oligonukleotid (30 mer) , und den zu seinem 3' (OH) - 
Ende komplemeritaren Testsonden (23 mer) statt. Jeder feste 
Trager (Rohrchen) ist groBenordnungsmaRig mit 10 ng des zu 
den Testsonden komplementaren Oligonukleotids (30 mer) ver- 
sehen, was ungefahr 10^2 Kopien entspricht. Jedes oben er- 
wahnte biotinylierte Oligonukleotid wird 8 verschiedenen 
Hybridisierungen unterzogen, ausgehend von 1 pg markiertem 
Oligonukleotid (-10^ Kopien), was bei den Verdunnungen 1/3 
von einer Kiivette zur anderen zu bis zu 300 atg (3 x 10^ 
Kopien) fuhrt. Nach der Hybridisierung erfolgt der Nachweis 
durch Chemolumineszenz (CSPD-Tropix) , die Anzeige erfolgt 
in einem Luminometer. 

Die in Schema IV wiedergegebenen Ergebnisse betreffen die 
Hybridisierung der in 5' (OH) polybiotinylierten Sonden 20, 
21 , 22 und 2_3 mit dem 30 mer-Komplementaren, fixiert auf 
Plastikrohrchen . 
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Schema IV 



OLIGO 



Biotinanzahl 



Nachweisgrenze 
fg Kopienanzahl 



20 
21 
22 
23 



1 5' (OH) 

2 " 

3 " 

4 " 



30 
30 
30 
3 



3 X IQS 
3 X 106 
3 X 106 
3 X 105 



FOr die in 3' (OH) polybiotinylierten Sonden 35, 3^, 32 und 
38 sind die Hybridisierungsergebnisse in Schema V wiederge- 
geben . 

Schema V 



OLIGO 



Biotinanzahl 



Nachweisgrenze 
f g Kopienanzahl 



35 
36 
37 
38 



1 3' (OH) 

2 " 

3 " 

4 " 



30 
10 

3 

3 



3 X 106 
106 
3 X 105 
3 X 105 



Hinsichtlich der in 5' (OH) und der in 3' (OH) polybiotiny- 
lierten Sonden 43, 4_4, 45 und 4j6 sind die Ergebnisse in 
Schema VI wiedergegeben . 

Schema VI 



OLIGO 



Biotinanzahl 



Nachweisgrenze 
f g Kopienanzahl 



43 
44 
45 
46 



2 3' 
4 " 
6 " 
8 " 



+ 5' (OH) 



30 
10 

3 

1 



3 X 106 
106 

3 X 105 
105 
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Hybridisierungsverf ahren einer mono- oder polybiotinylier- 
ten Sonde (23 mer) mit einem komplementaren Oligomer (30 
mer) , fixiert auf einem Kunststof f rohrchen . 

Die mit komplementarem Oligonukleotid (30 mer) uberzogenen 
Rohrchen werden zuncichst 1 Stunde bei Sl^'C mit 200 pi einer 
5%igen Losung lyophilisierter Magermilch in TBS Ix, die ei- 
ne Spur Azid enhilt, gesattigt. Die R5hrchen werden dann 2 
Stunden bei 50**C mit Hybridisierungspuf f er (100 pi) : 
SxDenhardt' 6xSSC, 0,1% SDS, 100 pg/ml DNA-Salmsperma 
vorhybridisiert . 

Fur jedes zu testende Oligonukleotid fuhrt man 8 Versuche 
mit den nachf olgenden Mengen durch (in 100 yl Hybridisie- 
rungspuffer) : 1 pg (10^ Kopien) , 300 fg, 100 fg (10^ Kopi- 
en)/ 30 fg, 10 fg (10^ Kopien) , 3 fg, 1 fg (10^ Kopien) , 
0,3 fg. Es werden ebenfalls eine Reihe von 8 Rohrchen mit 
einem nichtkomplementaren und nichtbiotinylierten Oligome- 
ren und 8 R5hrchen ohne Oligonukleotid hergestellt. 

Die ganzen Rohrchen werden 2 Stunden bei 50**C hybridisiert , 
dann wird jedes Rohrchen dreimal fur 10 Minuten bei 50*'C 
mit einer SSC 6x-Losung gewaschen, und dann werden sie eih- 
mal fur 5 Minuten mit dem Puffer I gewaschen. 

Puffer I: 0,1 M Tris, 0,2 mM MgCl2, 0,05% Triton, 1 M NaCl . 

Man stellt dann eine L5sung yon alkalischer Streptavidin- 
Phosphatase her (geliefert mit dem Tropix-Set) : 1 pi der 
Setlosung in 5500 pi des Puffers I. Man gibt 100 pi dieser 
Losung in jedes Rohrchen und lafit 30 Minuten bei Raumtempe- 
ratur inkubieren und wascht anschlieflend jedes R5hrchen. 
sechsmal mit dem Puffer I. Man stellt die Losung des Chemo- 
lumineszenzagens, des CSPD: 3- (4-Methoxyspiro[l, 2- 
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dioxethan-3, 2' "tricyclo[3 . 3.1.1.] chlordecan] -4-yl) -phenyl- 
phosphat her. 

Die Losung wird wie folgt hergestellt: 80 yl CSPD (Tropix), 
500 pi "Emerald" (Tropix) und 4 420 pi des Entwicklungspuf- 
f ers . 

Entwicklungspuf fer : 0,1 M Diethylamin, 1 mM MgCl2/ 0,02% 
Natriumazid. Man gibt 100 pi dieser Losung in jedes Rohr- 
chen und lafit 45 Sekunden inkubieren, dann liest man im Lu- 
minometer ab. 

BEISPIEL X: Herstellung von 1, 6-0- ( 4 , 4 ^ -Dimethoxytrityl) -2- 
O- (N, -diisopropyl-amino-2-cyanoethoxyphos- 
phino) -1 f 2 , e-hexantriol 

Das Deri vat 1, 6-0- (4,4' -Dimethoxytrityl ) (N, N' -diiso- 
propyl-amino-2-cyanoethoxyphosphino) -1,2, 6-hexantriol 4_7 
entspricht der Formel : 




Der nachfolgende Ansatz betrifft die Herstellung eines 
nichtnukleotiden Synthons, das inzwischen die chemischen 
Gruppen tragt, die dessen Einfiihrung bei 5' (OH) in eine 
Oligonukleotidkette oder ein nichtnukleotides Polymer, des- 
sen Monomere durch eine Phosphodies terbindung verbunden 
sind, unter den ublichen automat ischen ARN- oder ADN- 
Synthesebedingungen ermoglichen . 



Dieses Synthon hat den Vorteil, dem Verwender . ein Instru- 
ment zu liefern, das die Einfiihrung von verzweigten Ketten 
in 5' (OH) einer Nukleinsauresequenz ermoglicht, ohne die 
automatische oder manuelle Syntheseroutine zu verlassen. 

In der Tat besitzt es zwei durch eine Dimethoxytritylgruppe 
geschiitzte primare Alkoholf unktionen, und damit dupliziert 
es bei jedem Kondensationszyklus die Zahl der Stellen ftir 
die nachfolgende Kondensation. 

Die Zahl der Kondensationsstellen zu vervielf achen ist in- 
teressant^ weil die Mdglichkeit besteht, liber diese Stellen 
am Ende der Synthese Alkylketten einfuhren zu kbnnen, die 
eine primare Amingruppe tragen. Dieses Einfiihren ist am En- 
de der Synthese durch Kondensation des Derivats 48^ an den n 
erzeugten primaren Alkoholstellen moglich. 



Das Derivat 4^ ist in der Literatur bekannt, ist aber weder 
beansprucht noch beschrieben. Hinsichtlich der Verbindung 
47 sind die Gruppen 4 , 4 ' -Dimethoxytrityl und 2-Cyanoethoxy- 
diisopropylaminophosphoramidi t * f ur eine Synthese der Phos- 
phoramidite, insbesondere auf einem festen Trager, geeig- 
net . 

Der Reaktionsweg, um die in Schema VII dargestellte Verbin- 
dung 42 zu erhalten, umfaiit die nachf olgenden Schritte: 




-0-?-, 




48 
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1) Selektiver Schutz der zwei primSren Alkohole von 1^2,6- 
Hexantriol £9 mit Dimethoxytritylchlorid (DMT); das bei 
saurem pH instabil ist. 

2) Phosphorylierung des sekundaren Alkohols 50^, Das ge- 
zeigte Phosphoramiditbeispiel in Schema VII ist nicht be- 
schrankend; man kann auch die Synthase eines Phosphattrie- 
sters Oder, -diesters oder eines Phosphonats in Betracht 
Ziehen . 

Schema Vn 




HO-CH 2 -CH- ( CH 2 ) 4 -OH — > DMTO-CH 2 -CH- ( CH 2 ) 4 -ODMT 

6H (DMTCI) 6h 

Aa 50 



KC-CH2CH20 

JL > DMT0-CH2-CH-(CH2) 4-ODMT 

^ 9 

P 

>-N^ "^0CH2CH2CN 47 



Verfahren zur Herstellung von 1, 6-0- (4 ^ 4^ -Dimethoxytrityl) ~ 
1, 2, 6-hexantriol 50 

Man gibt 1,34 g 1, 2, 6~Hexantriol _49 (10-2 ^qij einen 50 

cm^-2-Halskolben . Man setzt unter Argonatmosphare und fiigt 
dann 20 cm^. wasserf reies Pyridin zu. Dann gibt man in die 
L5sung 8,45 g (2,5 x 10"2 moI) Dimethoxytritylchlorid. Man 
riihrt 2 Stunden bei Raumtemperatur . Man hydrolysiert die 
Reaktionsmischung (25 cm^ 5%iges NaHC03) und extrahiert mit 
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Dichlormethan (2 x 50 cm^) . Die erhaltene organische Phase 
wird dreimal mit Wasser gewaschen, dann eininal mit einer 
gesattigten wasserigen Natriumchlorid-Losung, dann wird sie 
iiber MgS04 getrocknet, dann filtriert und unter reduziertem 
Druck eingedampft (Rotationsverdampf er, P = 20 mm Hg) . Das 
restliche Pyfidin wird anschliefiend durch azeotropes Ab- 
dampfen unter reduziertem Druck mit Toluol entfernt. Das 
restliche Toluol wird dann anschliefiend durch azeotropes 
Abdampfen unter reduziertem Druck mit Dichlormethan ent- 
fernt. Der erhaltene Ruckstand wird uber eine Silikas^ule 
von Merck 9385 gereinigt - Elutionsmittel Ether 0 40 - 
Hexan 100 -> 60. Das Silika wird zuvor in Suspension neu- 
tralisiert, wobei das Elutionsmittel zu Beginn 1% DIEA ent- 
halt. Nach der Reinigung gewinnt man 4,5 g (6,1 x lO"^ Mol, 
Ausbeute 61%), Dunnschichtchromatographie (C.C.M.) auf 
Merck-Platten 5735 (Silikagel 6OF254) Elutionsmittel Ether 
4 - Hexan 6, Rf: 0^3. 

Verfahren zur Herstellung von 1 , 6-0- ( 4 , 4^ -Dimethoxytrityl) - 
2-0- (N^ -diisopropylamino-2-cyanoethoxyphosphino) -1,2,6- 
hexantriol 47 

Man fvihrt 1,1 g der Verbindung 50 (1,5 x 10"^ Mol) in einen 
25 cm3-2-Halskolben ein- Man setzt unter Argonatmosph^re 
und fugt dann 6 cm^ wasserfreies Tetrahydrof uran und 0,84 
cm^ Diisopropylethylamin zu , Man gibt dann mit einer Sprit- 
ze tropfenweise 0,45 cm^ (2 x 10"^ Mol) * 2-'Cyanoethoxydiiso- 
propylaminochlorphosphin zur Reaktionsmischung zu. Nach 10 
Reaktionsminuten erscheint inmitten der Reaktionsmischung 
eih betrachtlicher Niederschlag (Chlorhydrat von Diisopro- 
pylethylamin) . Man hydrolysiert die Reaktionsmischung (15 
cm3 5%iges NaHCOs) und extrahiert mit Dichlormethan (2 x 30 
cm^) . Die erhaltene organische Phase wird mit Wasser (3 x 
20 cm^) und. dann mit einer gesattigten wasserigen Natrium- 
chlorid-L5sung (1 x 20 cm^) gewaschen. Sie wird Uber MgS04 
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getrocknet, filtriert und unter reduziertem Druck einge- 
dampft (Rotationsverdampfer, P = 20 mm Hg) . Der Rilckstand 
wird uber eine Silikasaule von Merck 9385 gereinigt - Elu- 
tionsmittel Ethylacetat 3 - Hexan 7. Das Silika wird zuvor 
in Suspension neutralisiert , wobei das Elutionsmittel 1% 
DIEA enthalt. Nach der Reinigung erhalt man 1,2 g von 47 . 
Ausbeute 8 4%. 

Dannschichtchromatographie (C.C.M.) auf Merck-Platten 5735 
(Silikagel 6OF254) Elutionsmittel Ethylacetat 3 - Hexan 1, 
Rf: 0,6. 

BEISPIEL XI: Studium der Reaktivitat der Verbindunq 47 

Das nichtnukleotide Phosphoramidit 4_7 kann eingesetzt wer- 
den, um eine. verzweigte Kette bei 5' (OH) einer Nukleinsau- 
resequenz einzufuhren: Interessant bei 4_7 ist eine Verdop- 
pelung der Anzahl der Kondensationss tellen in jedem Konden- 
sationsschritt . Am Ende der Synthese ist es dann moglich, 
uber die derart erzeugten Kondensationsstellen ein primares 
Amin tragende Alkylketten einzufuhren. Die Einfuhrung der 
primaren Amine wird durch Endkondensation des Derivats 4_8 
an den erzeugten n primaren Alkohols tellen durchgef iihrt . 

In einem ersten Abschnitt wird das Derivat 4J7 in einer au- 
tomatischen Oligonukleotidsynthesevorrichtung bei 5' (OH) 
eines auf einem in der automatischen Synthese typischen fe- 
sten Trager (CPG-Trager: Controlled Porous Glass) fixierten 
Dimeren Thymidin-Thymidin T-T kondensiert. 

Wenn man durch ^ eine aus der Kondensation einer Ein- 

heit 4J7 stammende Einheit darstellt, in der • ein Phosphat 
darstellt, k5nnen die bei 5' (OH) modif izierten Dimeren TT, 
die synthetisiert wurden, in folgender Art und Weise darge- 
stellt werden: 
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Wie die Kapillarelektrophoreseanalysen zeigen (Figur 6) , 
wird das Derivat 41_ erfolgreich bei 5' (OH) eines Elongati- 
onsoligonukleotids (vgl. 51^) fixiert, ebensp wird es auf 
zwei nach einer ersten Kondensation von 4_7 auf TT (vgl. 52 ) 
erzeugten Kondensationsstellen fixiert und auch auf den 
nach zwei auf einanderf olgenden Kondensationen von £7 auf TT 
(vgl. 53^) erzeugten vier Kondensationsstellen. 

In Anbetracht, daii man die Zahl der Kondensationsstellen 
bei jedem Zyklus verdoppelt, ist die Losung von 42/ die 
verwendet wird/ um gleichzeitig die Derivate 51, 52^ und 53 
im automatischen Oligonukleotidsynthesator herzustellen, 
0/4 M (typische Bedingungen 0,1 M) ; aufierdem wird die Kupp- 
lungszeit auf 10 Minuten ausgedehnt (typische Bedingungen 
25 Sekunden) . 

Die.se Ergebnisse, genauso wie die Kondensationsreaktionen, 
zeigen/ daB die Oxidation, das Kappen und Abspalten vom fe- 
sten Trager nach der Synthese wirksam sind, und die Polyme- 
re 51, 52^ und 53^ nicht abbauen, 

Auflerdem ist es in der Oligonukleotidsynthese moglich, die 
Losung zur Entfernung der Dimethoxytritylschutzgruppe wie- 
derzugewinnen und die Intensitat der Orangef arbung des Ka- 
tions zu messen, um die Ausbeute jeder Kondensation zu be- 
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stimmen. Diese Messungen werden fur die Synthese von 53 bei 
jedem Zyklus durchgefUhrt; sie geben gute Ausbeuten an, wie 
die unten angegebenen Ergebnisse zeigen (Schema VIII) . 

Schema VIII 



1. Kcndensation . (T) 

2. Kondensation 

3. Kondensation 
4 • Kondensation 



1 DMT A497:0,9 Ausbeute: 100% (zuge- 

3 wiesen) 

2 DMT A497:l,7 Ausbeute: 95% 

8 

4 DMT A497:3,4 Ausbeute: 95% 

8 DMT A4 97 :5,3 Ausbeute: 77% 



In einem zweiten Abschnitt wird eine Anzahl x an Kondensa- 
tionen von 4J_ (x=l — > 3) an einem auf einen fiir automati- 
sche Synthesen typischen festen Trager (CPG-Trager, Con- 
trolled Porous Glass) fixierten Thymidin-Thymidin-Dimeren 
TT durchgef uhrt , dann wird mit einer Kondensation von 48^ an 
die erzeugten n Kondensationsstellen geendet, um fiir die 
spatere Fixierung von n Markern n primaire Aminstellen ein- 
zufiihren. 



Wenn man rait ^ eine aus der Kondensation einer Einheit 

47 stammende Einheit darstellt, in der • ein Phosphat dar- 
stellt, 

und'mit NH2- ^' die aus der Kondensation einer Einheit 4_8 
resultierende Einheit, in der • ein Phosphat darstellt, 
sind die modif izierten Dimere TT, die man hergestellt hat, 
die folgenden: 
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Wie zum Beispiel die Kapillarelektrophoreseanalysen fur die 
Verbindung 55 zeigen (Fig. 7) wird das Derivat 4_8 wirksam 
an den erzeugten 4 Kondensationsstellen im Polymer 52 fi- 
xiert, da man im Elektropherogramm von 55 nur eine Spur von 
52 findet. 

In Anbetracht dessen^ da/i man bei jedem Zyklus die Anzahl 
der Kondensationsstellen verdoppelt, ist die Losung von £7, 
die verwendet wird, um gleichzeitig die Verbindungen 5j[, 55^ 
und 56^ im automatischen . Oligonukleotidsynthesator herzu- 
stellen, 0,4 M und die Losung von £8 ist 0,8 M (typische 
Bedingungen 0,1 M) • AuBerdem wird die Kupplungszeit fur die 
Kondensationen von 4_7 und 4_8 auf 10 Minuten ausgedehnt (ty- 
pische Bedingungen 25 Sekunden) . 

Kupplunq der Derivate 47 und 48 in fester Phase mit einem . 
. auf einem festen CPG-Trager fixierten Thymidin-Thymidin- 
Dimeren 

Das Phosphoramidit 4_7 wird in wasserfreiem Acetonitril in 
einer Konzentration von 0,4 M gelost und das Phosphoramidit 
48 wird in der gleichen Losung in einer Konzentration von 
0,8 M gelost- Sie werden in den automatischen Oligonukleo- 
tidsynthesator an den fur die nichttypischen Phosphoramidi- 
te vorgesehenen Stellen eingefullt. Fur die Kondensationen 
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von 4J7 und 48^ sind alle Kondensationsbedingungen die Bedin- 
gungen eines Oligonukleotidelongationszyklusses, ausgenom- 
men der Konzentration an Phosphoramidit und der Kupplungs- 
zeit. Die Abspaltung des fasten TrSgers wird unter iiblichen 
Bedingungen durchgefuhrt {32%iges NH4OH) und das Endprodukt 
wird mit einer Ausbeute erhalten, die vergleichbar zu den 
ublicherweise in Oligonukleotidsynthesen erhaltenen ist. 
Die Polymere SjL, 52, 53, 5^, 55 und 56 werden mit Kapilla- 
relektrophorese ABI 270 A analysiert; Mikrogel^Qo*" 
Kapillarsaule, Innendurchmesser 50 pm, Lange 50 cm^ Span- 
nung 15 kV, 75 mM Tris-Phosphatpuf f er , 10% Methanol, pH 
7,6. 

BEISPIEL XII: Herstellunq von qemischten Qligodesoxyribonu- 
kleotidmolekulen, die bei 5^ (OH) eine yer- 
zweigte Verflechtung von Alkylketten tragen, 
die in Aminketten enden, welche fQr deri Nach- 
weis der ADN-Sequenzen durch nichtradioaktive 
Verfahren verwendbar sind. 

Die Synthese und der Einsatz gemischter Molekule, die aus 
einem Oligodesoxynukleotidteil und einem anderen, charakte- 
ristische chemische Eigenschaf ten besitzenden Teil zusam- 
mengesetzt sind, ermoglichen leicht und schnell den Nach- 
weis der Zieldesoxyribonukleinsauren durch nichtradioaktive 
Verfahren. Der Oligodesoxyribonukleotidteil der bestimmten 
und zu einem ADN-Zielf ragment homologen Sequenz liefert die 
Stabilisierungsenergie und stellt die Hybridisierung mit 
dem nachzuweisenden ADN-Molekiil sicher. Der Teil, der die 
Reaktivitat liefert, die den direkten oder indirekten Nach- 
weis des Hybrids ermoglicht, kann am 5' (OH)- und(oder) 
3'(OH)-Ende der Nukleinsauresequenz eingefuhrt werden. In 
diesem prazisen Beispiel wird der fiir den Nachweis verant- 
wortliche Teil im wesentlichen bei 5' (OH) der Nukleinsaure^ 
sequenz eingefuhrt . 
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Nach der verwendeten Strategie kann der fUr den Nachweis 
verantwortliche Teil nur bei 5' (OH) eingefiihrt werden. Dies 
geschieht/ indem man eine Reihe von Kondensationen des 
Phosphoramidits 4J7 auf der noch auf dem festen Trager fi- 
xierten Oligonukleotidkette durchfuhrt, und ihre Basen und 
Phosphate schiitzt. Nach der Kondensationsabf olge von Al_ er- 
moglicht eine letztliche Kondensation des Phosphoramidits 
A 8 n primare Aminf unktionen durch Kondensation von £8 an 
den durch die auf einanderf olgenden Kondensationen von £7 
erzeugten n Kondensationsstellen (primare Alkoholstellen) 
einzuf Qhren. 

Die Kondensationen von AT und 4_8 werden unter Verwendung 
der gleichen Rea.ktionszyklen im automatischen Oligonukleo- 
tidsynthesator, wie die fur die Synthese der Nukleinsaure- 
sequenz durchgef uhrt . ObwohT die auf einanderf olgenden Kon- 
densationen von Al^ den Effekt haben, bei jedem Zyklus die 
Zahl der Kondensationsstellen zu verdoppeln, ist dennoch 
die eingesetzte Konzentration von 4_7 0,4 M und die von 4_8 
0,8 M (typische Konzentration 0,1 M) . Fur die zwei Phospho- 
ramidite 4J7 und 4_8 wird die Kupplungszeit anstatt 25 Sekun- 
den des typischen Zyklus auf 10 Minuten ausgedehnt. Nach 
der Abspaltung der bei 5' modif izierten Oligonukleotidkette 
von ihrem festen Trager und der Entfernung der Schutzgrup- 
pen von den Basen und Phosphaten wird der Teil, der die fur 
den Nachwei's verantwortliche Reaktivitat liefert, durch ei- 
ne kovalente chemische Bindung eingefiihrt . Von den ver~ 
schiedenen Molekulen, die die fur den Nachweis erforderli- 
chen Eigenschaf ten besitzen, setzt man bevorzugt. Biotin, 
Digoxigenin, Fluorescein, Peroxidase und alkaiische Phos- 
phatase ein. Diese entsprechend aktivierten Molekule werden 
auf einer Oligonukleotidkette an den aufgrund ihrer Nukleo- 
philie eingefuhrten primaren Aminen fixiert. 
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Wenn man mit _>— ^die aus der Kondensation einer Einheit 
47 stammende Einheit darstellt, in der • ein Phosphat dar- 
stellt, 

und mit H2N-— #- die aus der Kondensation einer Einheit 48 
stammenden Einheit^ in der • ein Phosphat darstellt, 
sind die 5' (OH) -modif izierten Oligomere, die synthetisiert 
warden, die folgenden: 



TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA 5 * 



-TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA 5f 



-TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA 



Nach der Abspaltung der derart modif izierten Oligonukleo- 
tidkette von ihrem festen TrSger und Entfernung der Schutz- 
grupperi von den Basen und Phosphaten, werden die Sonden 57 , 
58 und 5_9 biotinyliert , um zu den entsprechenden biotiny- 
lierten Sonden 60^, 61 und 62 zu fuhren (Fig. 8) . 

Wenn . man die aus der Kondensation von Biotin N-Hydroxy- 
succinimid mit den primaren Aminf unktionen stammenden Bio- 
tineinheit mit B bezeichnet, sind die erhaltenen bei 5' (OH) 
polybiotinylierten Sonden die folgenden: 



H,N 
H,N 



H,N 



H|N . 
HiN 



H,N 

H,N — 



> 



HiN 



HiN 

> 



> 



>- 



> 
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Biot 




TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA 



60 



Biot 



Biot 




Biot .< 
Biot 




TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA 



61 



Biot 




> 



> 



TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA 



6 



> 



Verfahren zur Herstellung von qemischten Qligodesoxyrlbonu- 
kleotidmolekaien^ die bei 5^ (OH) eine verzweigte Verflech- 
tung von Alkylketten tragen^ die in Aminketten enden 

Eine ADN-Sonde wurde mit einer zu einer Zielsequenz komple- 
ment^ren Oligodesoxynukleotidsequenz synthetisiert . Man 
stellt in fester Phase in einem automatischen ADN-Syn- 
thesator ABI 394 gleichzeitig drei identische Sonden (in 
drei Reaktoren) der Sequenz 5' TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA3' 
her. Der Synthesator ist programmiert , um Fixationszyklen 
bei 5' der Einheiten 42/ dann am Ende der Synthese einer 
Einheit j£8 durchzuf uhren, um jeweils zu den Sonden 52/ 58^ 
und 5_9 zu fiihren. 

Hierzu setzt man 6 mg mit 34 pMol/g, entsprechend 0,2 pMol 
Dimethoxytritylbenzoyladenosin f unktionalisierten CPG- 
Trager ein. Die Derivate 4_7 und 48^ werden mit einer Konzen- 
tration von 0,4 M fUr 0,8 M fur 4_8 in wasserfreiem 

Acetonitril gelost. Sie werden an den vorgegebenen Stellen . 
fur nichttypische Phosphoramidite in den Synthesator gege- 
ben . 

Nach der automatischen Synthese der Biopolymere 57, 58^ und 
59 werden die derart modif izierten Oligonukleotidketten 



durch 4 ISminutige auf einanderfolgende Behandlungen mit 500 
pi 32%igem NH4OH von den CPG-TrSgern abgelCst. Die erhalte- 
nen ammoniakalischen Losungen werden 5 Stunden bei 55^C er- 
warmt. Diese zweite Behandlung dient dazu, bei den Basen 
und Phosphaten der Oligonukleotidketten die Schut zgruppen 
zu entfernen. Die ammoniakalischen L5sungen werden lyophi- 
lisiert, wobei die vier Ruckstande einer molekularen Fil- 
trationschromatographie (Gel Sephadex G50) und dann einer 
Gelelektrophorese auf 20%igem Polyacrylamid unterzogen wer- 
den . 

Verfahren zur Biotinylierunq der qemischten Oliqodesoxyri- 
bonukleotidmolekiile, die bei 5^ (OH) eine verzweigte Ver- 
flechtung der Alkylketten tragen, die in Aminketten enden 

In einem Eppendorf gef aft lost man 20 DO der aminierten Sonde 
57 , 58 Oder 59 in 120 ]il 0,01 M Phosphatpuf f er mit pH 7,5. 
Man gibt eine Losung von 20 mg Sulf osuccinimidyl- 6-biotin- 
amidocaproat in 24 0 pi Dimethyl formamid zu. Man inkubiert 
16 Stunden bei Raumtemperatur . Jede Losung wird molekularer 
Filtrationschromatographie (Gel Sephadex G50) unterzogen 
und dann einer Gelelektrophorese auf 20%igem Polyacrylamid. 

Die Sonden 52^ 58^/ 59./ ^/ 61 und 62 werden mittels Kapil- 
larelektrophorese auf einem ABI 270 A analysiert; Mikro- 
Gel^^OO"^^^^® ^ Innendurchmesser 50 ]im, Lange 50 cm, Spannung 
15 kV, 75 mM Tris-Phosphatpuf f er - 10% Methanol, pH 7,6. 

BEISPIEL XIII: Verwendung der in Beispiel XII beschriebe- 

nen biotinylierten Sonden bei der Hybridi- 
sierung auf einem festen Trager - Nachweis- 
grenzen 

Um die Vorteile der vorliegenden Erfindung aufzuzeigen, 
werden die in 5' (OH) polybiotinylierten Sonden 60^, 61^ und 
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62 bei der Hybridisierung getestet, um ihr Verwendungspo- 
tential bei der Diagnostik zu studieren. 

Im allgemeinen findet die Hybridisierung zwischen einem mit 
seinem 5'(OH)-Ende auf einem festen Kunststof f trager fi- 
xierten Oligonukleotid (30 mer) , und den zu seinem 3'(0H)- 
Ende komplementaren Testsonden (23 mer) statt. Jeder feste 
Trager (Rohrchen) ist groJienordnungsmaBig mit 10 ng des zu 
den Testsonden komplementaren Oligonukleotids (30 mer) ver- 
sehen, was ungefahr 10^2 Kopien entspricht. 

Jedes oben erwMhnte biotinylierte Oligonukleotid wird 8 
verschiedenen Hybridisierungen unterzogen, ausgehend von 1 
pg markiertem Oligonukleotid (--10^ Kopien) , was bei den 
Verdunnungen 1/3 von einer Kuvette zur anderen zu bis zu 
300 atg (3 x 10^ Kopien) f iihrt • Nach der Hybridisierung er- 
folgt der Nachweis durch Chemolumineszenz (CSPD-Tropix) , 
die Anzeige erfolgt in einem Luminometer. 

Die Hybridisierungsergebnisse der Sonden 6jO/ 61 und 62^ sind 
in Schema IX wiedergegeben . 

Schema IX 

OLIGO Biotinanzahl Nachweisgrenze 
- fg Kopienanzahl 

60 2 5' (OH) 10 10^ 

61 4 10 10^ 

62 8 " 3 3 X 105 



Hybridisierungsverf ahren einer mono- oder polybiotinylier- 
ten Sonde (23 mer) mit einem komplementaren Oligomer (30 
mer) , fixiert auf einem Kunststof f rohrchen . 
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Die mit komplementarem Oligonukleotid (30 mer) uberzogenen 
Rohrchen werden zunachst 1 Stunde bei 37 "^C mit 200 ]xl einer 
Losung 5%iger lyophilisierter Magermilch in TBS Ix gesat- 
tigt, die eine Spur Azid enhalt. Die Rohrchen werden dann 2 
Stunden bei 50^C mit Hybridisierurigspuf f er (100 : 
SxDenhardt' s, 6xSSC, 0^1% SDS, 100 pg/ml DNA-Salmsperma 
vorhybridisiert . 

Fur jedes zu testende Oligonukleotid fUhrt man 8 Versuche 
mit den nachf olgenden Mengen durch (in 100 pi Hybridisie- 
rungspuffer) : 1 pg (lO^ Kopien) , 300 fg, 100 fg (lO*^ Kopi- 
en) , 30 fg, 10 fg (10^ Kopien), 3 fg, 1 fg (10^ Kopien), 
0,3 fg. Es werden ebenfalls eine Reihe von 8 R5hrchen mit 
einem nichtkomplementSren und nichtbiotinylierten Oligome- 
ren und 8 Rohrchen ohne Oligonukleotid hergestellt. Die 
ganzen Rohrchen werden 2 Stunden bei 50*^0 hybridisiert , 
dann wird jedes Rohrchen dreimal fur 10 Minuten bei 50°C 
mit einer BSC 6x-L6sung gewaschen, und dann werden sie ein- 
mal fur 5 Minuten mit dem Puffer I gewaschen* 

Puffer I: 0,1 M Tris, 0,2 mM MgCl2/ 0,05% Triton, 1 M NaCl • 

Man stellt dann eine L5sung von alkalischer Streptavidin- 
Phosphatase her (geliefert mit dem Tropix-Set) : 1 ]il der 
Setl5sung in 5500 \xl des Puffers I. Man gibt 100 \xl dieser 
Losung in jedes R5hrchen und laBt 30 Minuten bei Raumtempe- 
ratur inkubieren, wascht anschlieBend jedes Rohrchen sechs- 
mal mit dem Puffer I. Man stellt die Losung des Chemolumi- 
neszenzagens, des CSPD : 3- ( 4-Methoxyspiro ( 1 , 2-dioxethan- 
3,2' - tricyclo [3.3.1.1.] chlordecan] -4~yl ) -phenylphosphat 
her. Die Losung wird wie folgt hergestellt: 80 pi CSPD 
(Tropix), 500 ]il "Emerald" (Tropix) und 4420 pi des Ent- 
wicklungspuf f ers . 
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Entwicklungspuf f er : 0,1 M Diethanolamin, 1 mM MgCl2r 0,02% 
Natriumazid. Man gibt 100 pi dieser Losung in jedes R5hr- 
Chen, lalit 45 Sekunden inkubieren, bis man im Luminometer 
abliest. 



- 78 - 



906 099.0 
Region Wallonne 



WM/fg/es 



Anspruche 

NukleinsSuresonde zum Nachweis eines ADN- oder ARN-Mole- 
ktils, umfassend 

a) einen Oligonukleotid- oder Oligodesoxynukleotidteil, 
aufgebaut aus 

S: einer ADN- oder ARN-Nukleinsauresequenz , je nach 
dem nachzuweisenden Molekultyp und 

b) einen hichtnukleotiden Teil, der chemische Eigen- 
schaften besitzt, die die direkte oder indirekte Fi- 
xierung eines oder mehrerer Nachweiseinheiten oder 
Marker M erm5glichen, die nichtisotopisch durch die 
Erzeugung von Farbung oder Licht nachweisbar sind, 

dadurch gekennzeichnet , dafi der Teil b) gebildet ist von 
einer Kette aus Phosphateinheiten, die von Alkyleinheiten 
unterbrochen sind, namlich 

bl) bestimmten Alkyleinheiten, die die verschiedenen 
Phosphatgruppen verbinden und keine besondere Funktiona- 
litat zeigen, 

b2) primare Aminf unktionen aufweisende Alkyleinhei- 
ten, die die Kopplung luit verschiedenen Reagenzien erlau- 




ben^ urn den Nachweis auf direkte Oder indirekte Art und 
Weise zu ermoglichen/ 

wobei die Einheiten b2) iiber die Zwischeneinhei ten bl) 
mit dem Teil a) oder der Sequenz S verbunden sind. 

2. Nukleinsauresonde nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dafi 

der Teil b) in Form einer linearen Kette vorliegt, in der 
die Einheiten bl) "chemische Zweige" L bilden, die zur 
Einfuhrung von Zwischenraumen zwischen den Einheiten b2 ) , 
welche die eigentlichen Marker M bilden, dienen. 

3- Nukleinsauresonde nach Anspruch 2, entsprechend. der Eor- 
mel 

[(M)y -(Uxlz' -S- [(L)x-(M)ylz ( j ) 

in der S, L und M die in den Anspruchen .1 und 2 angegebe- 

nen Bedeutungen haben, und 

X, x' , z, z' Zahlen gleich oder grolier 0 sind, mit 
der Einschrankung, daB z und z/ nicht gleichzeitig 0 
sind und 

y und y' Zahlen grofier 0 sind. 

4. Nukleinsauresonde nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, dafi 

sie der allgemeinen Formel la entspricht 
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CH-:H2-?iH-.i-iCHc)„-,-.iHX • 

P : j 

o=?-:.f-i 

0 



M 



i" 



0=P-0«-> 

o 

0=f-0'-> 

fO-CHj-CHj 0 

CH-CHz-,\«-<*- (CH2 } n-iMHX 
0 

0=P-O(-) 
I 

I 

• I 
CH 

(la) 



M 



J y-2 



in der: 



S, L und M die in den AnsprUchen 1 und 2 angegebenen 
Bedeutungen haben/ und in der Sequenz S 
J die Bedeutung H oder OH hat, 

B eine Nuklein-, Purin- oder Pyrimidin-sMurebase 
bedeutet, je nach den Nukleotiden veranderbar, 
und 

m = 1 bis 1000, 
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in der Sequenz L 

X und x' = 0 bis 100 
n' = 0 bis 20 

in der Sequenz M * 

y und = 1 bis 100 
n = 2 bis 20 ist, 

X den eigentlichen Marker bezeichnet^ der: 
entweder ein direkter Marker sein kann, in welchem 
Fall er aus den Enzymen wie alkalische Phosphatase, 
Peroxidase und Fluorescein ausgewahlt ist, die in der 
Lage sind, in Gegenwart eines Substrats eine Farbung 
Oder Licht zu erzeugen, 

Oder ein indirekter Marker sein kann, in welchem Fall 
er aus den Haptenen, wie dem Biotin oder dem Digoxi- 
genin ausgewahlt ist, die in der Lage sind, durch 
nichtisotopisch markierte Antikorper erkannt zu 
werden und 

wbbei das fur den Nachweis der Sonde verantwortliche 

Element LM eingefuhrt werden kann 

bei 5' (OH) , wenn z' 9^ o und z = 0 

Oder bei 3' (OH), wenn z' = 0 und z ^ 0 

Oder gleichzeitig bei 5' (OH) und bei 3' (OH), wenn 

z' ^ 0 und z ^ 0, 

wobei 2 und z' im allgemeinen = 0 bis 100 sind. 
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5. Nukleinsauresonde nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB der den Marker M bildende Teil b) eine" ver- 
zweigte Kette aus Phosphateinheiten aufweist, die unter- 
brochen sind von Alkyleinheiten, die die Einheiten bl) 
als verzweigungsinnere Einheiten und die Einheiten b2) 
verzweigungs^uBere Einheiten^ d.h. am Ende der verschie- 
denen Zweige der Verzweigung^ umfassen. 

6. Nukleinsauresonde nach Anspruch 5^ dadurch gekennzeich- 
net, daft 

sie der allgemeinen Formel XX entspricht 
g 

XW- (CH2 ) ft "-0-f-O- iCHz ) n 

0(.. \ 9 

CH-0-P-0CCH2)n 
0 / 0«-i \ 

XHfsH(CHz)„—0-?-0- (Chain' \ 

6i-> \ p 

O / o«-> 

XHN- (CH2 ) ft *-O-P-0- (CHa } « 

6c-) \ 0 

CH-o-^H^(CH2), 

XHN- (CH- ) n "-O-P-O- (CH2 ) ft ' 

6c-» \ r 0 

CHfO-P-O-CH: 

0 

XHN- (CH2 ) ft '-OP-O- (CH2 ) « 

6t-» \ 0 

CHH>-P-0-(CH2)ft 

0 6(-» 

XhW- (CH; ) ft «-0-P-0- (CH2 } n ' 

6c-t \ O 

OK)-P-0-(CH2)ft« 

0 / o«-» 

XhW- (CH2 } ft --0-P-0- (CH2 ) ft 

6'-' \ 0 

^CHH>^-0-(CH2)n' 

0 / 6«-' 

XhW- ( CH: i ft »-O-?-0- (CHs ) « • 

M 

XX 
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ft • 

w 



in der 

in der Sequenz S, 

J die Bedeutung H oder OH hat, 

B eine Nuklein- Purin- oder Pyrimidin-s^urebase 
bedeutet, je nach den Nukleptiden veranderbar, 
X die Zahl der Nukleotide von 1 bis .1.000 dar- 
stellt, 

n, n' und n' ' gleich 1 bis 20 sind, 

M den Marker bedeutet, dessen Verzweigungsgrad Werte 

von 2 bis 128 annehmen kann, z.B. 8, wobei der hohere 
Grad immer das Doppelte des Vorhergehenden ist; 

X den eigentlichen Marker bezeichnet, der entweder ein 
direkter Marker sein kann, wobei er aus den Enzymen 
wie alkalischer Phosphatase, Peroxidase und Fluo- 
rescein ausgewahlt ist, die in der Lage sind, in Ge- 
genwart eines Substrats eine Farbung oder Licht zu 
erzeugen, 

oder ein indirekter Marker sein kann, wobei er aus 
den Haptenen, wie Biotin oder Digoxigenin ausgewahlt 
ist, die in, der Lage sind, durch nichtisotopisch mar- 
kierte Antikorper erkannt zu werden. 

7. Verfahren zur Herstellung von Sonden der Formel la, wie 
in Anspruch 4 definiert, umfassend. 
Al) die Synthese einer NukleinsHuresequenz S 
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in der B und J und n die in Anspruch 4 angegebenen Bedeu- 
tungen haberi/ 

durch jedes bekannte manuelle oder automatische Internu- 
kleotidverbindungs-Syntheseverf ahren^ bevorzugt auf einem 
fasten TrSger, 
und 

A2) die Fixierung eines Markers, 

dadurch gekennzeichnet , dafl fur die Fixierung des Markers 
die Sequenz, vorzugsweise nach demselben Syntheseverf ah- 
ren, insbesondere auf einem festen Trager, 

entweder einer Verlangerung an ihrem 5'(OH)-Ende durch 
eine Reihe von Einheiten M und L 

Oder einer Verlangerung an ihrem 3' (OH)-Ende durch eine 
Reihe von Einheiten M und L 

Oder einer Verlangerung an ihrem 5' (OH)- und ihrem 
3' {OH)-Ende durch zwei Reihen von Einheiten M und L, 

unterzogen wird. 



wobei M und L wie in Anspruch 4 definiert sind. 




B) die Einheiten L jeweils durch Synthese eines nichtnu- 
kleotiden Polymers 



H-^CH2-CH2 1 
CH-(CH2)n--CH3 



0 



-4-OH 
J* 



erhalten warden, wobei n' und x die in Anspruch 4 an- 
gegebenen Bedeutungen haben, 

C) die Einheiten M jeweils durch Synthese eines nichtnu- 
kleotiden Polymers 



H-K)CHz-CH3 0 

CH-CH2-NH-C-(CH2)n NHX 

I 

0 

o=p — 



-OH 



erhalten warden, wobei n und y die in Anspruch 4 an- 
gebenen Bedeutungen haben. 



und 



entweder einen Marker wie alkalische Phosphatase, 
Peroxidase, Fluorescein, Biotin, Digoxigenin, je- 
des Hapten, das durch nichtisotopisch markierte . 
Antikorper erkennbar ist, oder eine Schutzgruppe 
fur die primare Aminf unktion, die nach der Ge- 
samtsynthese der Nukleinsauresonde entfernt wird. 
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zum Beispiel eine Acetylgruppe (VI) , . eine Tri- 
f luoracetylgruppe (VII) oder eine Benzoylgruppe 



(VIII) : 




VI 



VI I 



VI I I 



darstell 



und die obigen Synthesen B und C insbesondere durch jedes 
bekannte manuelle oder automatische Internu kleotidverbin- 
dungs-Syntheseverf ahren, bevorzugt auf einem festen Tra- 
ger, durchgefiihrt werden. 

8- Verfahren nach Anspruch 7 zur Herstellung einer Sonde, 

aufgebaut durch eine Oligonukleotidkette, die bei 5' (OH) 
ein Geflecht chemischer Zweige, die von Aminzweigen un- 
terbrochen sind, tragt, verwendbar fur den Nachweis von 
ADN~Sequenzerj durch nichtradioaktive Verfahren, gekenn- 
zeichnet durch die Verf ahrensschritte 

- Synthetisieren einer Oligonukleotidkette, deren Phos- 
phatf unktionen und, Basen geschiitzt sind, auf einem fe- 
sten Trager; 

- Kondensieren einer Reihe von Entwicklungsderivaten fur 
chemische Zweige und T^inzweige am 5' (OH)-Ende der 
Kette unter Verwendung der gleichen Kondensationszy- 
klen, wie fur die. Oligonukleotidkettensynthese; 

- Abtrennen der 5' -modif izierten Oligonukleotidkette von 
ihrem festen TrSger; 

- Entfernen des Schutzes der Basen und Phosphate der 



Kette; 
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- Einfiihren des Teils, der die fur den Nachweis verant- 
wortliche Reaktivitat bereitstellt , an den primaren 
Amingruppen • 



Verfahren nach Anspruch 7 zur Herstellung einer Sonde, 
aufgebaut durch eine Oligonukleotidkette , die bei 3' (OH) 
ein Geflecht chemischer Zweige, die von Aminzweigen un- 
terbrochen sind, tragt, verwendbar fur den Nachweis von 
ADN-Sequenzen durch nichtradioakt ive Verfahren, gekenn- 
zeichnet durch die nachf olgenden Verf ahrensschritte 

- Kondensieren von Entwicklungsderivaten fiir chemische 
Zweige und Aminzweige auf einem f esten Trager , nach ge 
mal3 den gleichen Kondensationszyklen, wie fur die Nu- 
kleinsauresynthese, um eine gewiinschte Sequenz von che 
mischen Zweigen und Aminzweigen zu bilden, 

- Aufbauen einer Oligonukleotidkette anschlief^end an 
diese Sequenz, um so eine 3' (OH) -modif izierte Oligonu- 
kleotidkette zu erhalten, deren Phosphatf unktionen und 
Basen geschiitzt sind, 

- Abtrennen dieser modif izierten Kette vom festen Trager 

- Entfernen des Schutzes der Phosphate und Basen, 

- Einfiihren des Teils, der die fur den Nachweis verant- 
wortliche Reaktivitat bereitstellt , an den primaren 
Aminf unktionen . 

Verfahren nach Anspruch 7 zur Herstellung von Sonden mit 
einer Oligodesoxyribonukleotidkette, die bei 3' (OH) und 
bei 5' (OH) ein Geflecht chemischer Zweige, die von Amin- 
zweigen unterbochen sind, tragt, verwendbar fur den Nach 
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weis von ADN-Sequenzen durch nichtradioaktive Verfahren, 
gekennzeichnet durch die Verf ahrensschritte 

- Kondensieren von Entwicklungsderivaten fur chemische 
Zweige und Aminzweige auf einem fasten Trager gemaJi den 
gleichen Kondensationszyklen, wie fur die NukleinsSure- 
synthese, um eine gewunschte Sequenz von chemischen 
Zweigen und Aminzweigen zu bilden, 

- Aufbauen einer an ihrem modif izierten 3'(0H)-Ende fi- 
xierten Oligonukleotidkette anschliefiend an diese Se- 
quenz, deren Phosphatf unktionen und Basen geschutzt 
sind, 

- Aufbauen einer Sequenz aus chemischen Zweigen und Amin- 
zweigen am 5' (OH)-Ende der Oligonukleotidkette, 

- Abtrennen der bei 3' (OH) und bei 5' (OH) modif izierten 
Oligonukleotidkette von ihrem festen TrSger, Entfernen 
des Schutzes der Phosphate und Basen und 

- Einfuhren des Teils, der die fur den Nachweis verant- 
wortliche Reaktivitat bereitstellt , an den primaren 
Aminf unktionen . 

11. Verfahren nach irgendeinem der Ansprtiche 7 bis 10, da- 
durch gekennzeichnet, daJ^ jedes Element des chemischen 
Zweigs L durch. Kondensation einer Verbindung der Formel 

K-,^0<:H2-CH2 

CH-(CH-^)q-CH3 
OjrfR 

^ (II) 
eingefuhrt wird, worin Ri eine 4 , 4 -Dimethoxytri tylgruppe 
(abgekurzt DMT) der Formel 
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V 

\ f , 

9 



0^ 

OCK, 



DMT . (IV) 

darstellt und worin R2 eine phosphorylierte, gegebenen- 
falls geschutzte Gruppe darstellt, die zur Einfuhrung in 
eine Verbindung II (Synthon) am Ende eines Nukleotids 
Oder eines bereits vorhandenen Synthons geeignet ist. 



und insbesondere R2 eine Diisopropylaminocyanoethoxy- 
phosphin- oder Cyanoethoxydiisopropylaminophosphor- 
amidit-Gruppe ist mit der Formel 



nc<:h-)-ch-j-o-p 

- \ 



CH3 

CH3 



CH3 CH3 



(V) 



12. Verfahren nach irgendeinem der Anspriiche 7 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet, daB jeder Marker oder jede 
Nachweiseinheit M ausgehend von 3-Buten^l-ol der Formel 

HO-CH:>.CH->-CH=CH-» 



(XXX) 



erhalten wird durch die Schritte: 



a) Schutz der primaren Alkoholf unktion mittels einer 
Schutzgruppe Ri, um eine Verbindung der Formel 

R I -0-CHtCH-) -CH=CH-> 
^ - - - (XXXI) 
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zu erhalten, 

Epoxidierung der Doppelbindung der Verbindung (XXXI) 
um eine Verbindung der Formel 

Rl-0-CH-^.CH^-CH-CH2 

■ V 

(Xlla) 

zu bilden, 

Offnen des Epoxids mit Airunoniak, um eine Verbindung 
der Formel 

R 1 -0-CH2-CH2-CH-CH2-NH2 

(Xllla) 

2u bilden, 

Schutz der primaren Amingruppe einer Verbindung der 
Formel 

O 

H0-C-(CH^)n-NH2 

(XXXII) 

um eine Verbindung der Formel 

O 

H0-C-(CH2)n-NH.X 

(XXXIII) 

zu bilden, worin X die in Anspruch 7 angegebenen Be- 
deutungen hat, 

Aktivierung der Verbindung (XXXIII), 

Kondensation der Verbindungen (Xllla) und (XXXIII) 
miteinander, um eine Verbindung der Formel 
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p 

Rl-0-CH2-CH2-CH-CH2-iMH-CKCH2)n-NH-X 
QH 

(XVa) 

zu bilden, und 

g) Phosphorylierung der Verbindung (XVa) , um eine Ver- 
bindung der Formel 

p 

Rl-0-CH2-CH2-CH-CH2-NH-C.(CH2)n-NH-X 

. " (III, 

ZU bilden, in der R2 eine phosphorylierte Gruppe dar- 
stellt, die fur die Einfuhrung der Verbindung Ilia 
(Synthon) am Ende eines Nukleotids (3' und/oder 57) 
Oder am Ende eines bereits vorhandenen Synthons ge~ 
eignet ist. 

Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet , daB 
in Schritt a) Ri 4 , 4 ' -Dimethoxytrityl (abgekiirzt DMT) be- 
deutet und der Schutz der primaren Alkoholf unktion mit~ 
tels 4,4' -Dimethoxytritylchlorid (DMT-Cl) durchgefuhrt 
wird, um eine Verbindung der Formel 

DMTO-Ca -CH^ -CH^CH. 

(XXXIa) 

2u erhalten, 

in Schritt b) die Epoxidierung mit m-ChlorperbenzoesSLure 
durchgefuhrt wird, um eine Verbindung der Formel 

DMTO-CK, -CH, -CH-CH, 

° (XII) 
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zu bilderi/ 



in Schritt c) die Offnung des Epoxids mit Ammoniak durch- 
gefuhrt wird, urn eine Verbindung der Formel 
DMTO-CH* -CH. -CH-CH, -NH, 

^" (XIII) 

zu bilden. 



in Schritt d) der Schutz der primSren Aminogruppe der. 
Verbindung (XXVI) mit einer Trif luoracetylgruppe durchge- 
fiihrt wird, um eine Verbindung 

O O 
II u 
HO-C.(CH. )^ -NH-C-CF^ 

^ (XXXIIa) 

zu bilden, 

in Schritt e) die Verbindung (XXXIIa) mit N-Hydroxy- 
succinimid aktiviert wird, um die Verbindung 



JO o o 
^N-0-C-(CH, 1 -NH-C-CF, 

(XlVa) 



zu bilden. 



in Schritt f) die Verbindungen (XIII) und (XlVa) konden- 
siert werden, . um eine Verbindung der Formel 

O 

DMTO-CH^ -CH^ -CH-CHt-NH-C- ( CH^ )^ -NH-CO-C^ 

°" (XVb) 

zu bilden. 
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in Schritt g) die Verbindung (XVb) phosphoryliert wird, 
um eine Verbindung der Formel 

O 
II 

DMTO- CKj^ -CKj^-CH-CH^ -NK-C- ( CH . j^^ -NH-CO-C^ 
OR, 

(Ilia) 

zu erhalten, in der R3 eine phosphorylier te , gegebenen- 
falls geschlitzte Gruppe darstellt, die zur Einf uhrung der 
Verbindung oder des Synthons (Ilia) am Ende eines Nukleo- 
tids Oder eines bereits auf einem fur einen vorgegebenen 
Internukleotidverbindungs-Synthesetyp verwendbaren f esten 
Trager kondensierten Synthons geeignet ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, das bei der Synthese der 

Phosphoramidite verwendet wird, dadurch gekennzeichnet , 
daft das im Schritt g) verwendete Phosphorylierungsmittel 
das Diisopropylaminocyanoethoxychlorphosphin der Formel 

CP 




1 

CH.-^ XI 

ist, so dali in der am Ende dieses Schritts erhaltenen 
Verbindung der Formel III R2 eine Diisopropylamino- 
cyanoethoxyphosphino- oder Cyanoethoxydiisopropylamino- 
phosphoramidit-Gruppe mit der Formel 

NC-CH'7-CH'7-0-P'^ CH3 
N- 




CH3 
CH3 CH3 



(V) 
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ist . 



15. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dafi 
in den Formeln (XXXIIa, XlVa, XVb und Ilia) n gleich 5 
ist- 



16. Verfahren zur Herstellung von Sonden der Formel XX, wie 
sie in Anspruch 6 definiert sind, umfassend die Synthese 
einer Nukleinsauresequenz S 

h4o-CH2 



o 

f 
r 



'OH 



Oh) J 

in der B und J die zuvor in Anspruch 4 angegebenen Bedeu- 
tungen haben, durch jedes bekannte manuelle oder automa- 
tische Internukleotidverbindungs-Syntheseverf ahren, be- 
vorzugt auf einem festen Trager, 



und die Fixierung eines Markers, 



dadurch gekennzeichnet, dal3 fur die Fixierung des Markers 
die Sequenz, vorzugsweise mit demselben Syntheseverf ah- 
ren, insbesondere auf einem festen Trager, an ihrem 
5' (OH)-Ende durch einen Marker M, wie in Anspruch 6 defi- 
niert, verlangert wird, der eine verzweigte molekulare 
Struktur bildet^ von der die Endzweige jeweils eine pri- 
mare Aminf unktion tragen. 
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17. Verfahren nach Anspruch 16 zur Herstellun, einer Sond. 

ten :::r'!"= -.VX^etten, aie i„ , 

ten enden, tragt, verwendbar fur den N^r^h^^- 

^ Nachwexs von ADN-Se» 

aurch die Verf ahrensschritte 



s- 



a, Synthetlsieren ein« 011,on.Weotidk.tte, deren Pho 
■ Phatfunktionen u„d Bas.n geschatzt sind, auf einem 
festeh Trager; 

b) Kondensieren einer Reihe von Verbindungen der Forn^el 

Rl-0-{CH2VCH-(CH2)a. O-Rj 
O 
R2 

XXI 

am 5.,0H,-Ende der Kette, worin .,4--Di™etho.ytrityl 
(abgekUrzt DMT) . der Formel 

, " DMT (iv) 

bedeutet, und aine phosphorylierte Gruppe darstellt 
dxe zur EinfUhrung der Verbindun, XXI (Synthon, am Ende 
exnes MuWeotids oder eine. bereit. vor.andenen SyntLns 
geexgnet ist, „a. zu „ pri.are„ M.oholstellen als J 
densationsstellen fahrt. und insbesondere etne Diiao- 
prcpylaminocyancethoxyphosphln- oder Cyanoathoxydiiaopro- 
pylaminophosphoramidlt-Gruppa ist mit der Formal 
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NC-CH2-CH2-0-p'^ .CH3 



X 




CH3 



CH3 CH3 

(V) 



c) Durchfuhren einer Endkondensation uber die erzeugten 
n Kondensationsstellen einer Verbindung der Formal 

- (XXII) 

in der 

R2 die oben angegebenen Bedeutungen hat und X entweder 
einen Marker: alkalische Phosphatase, Peroxidase, 
Fluorescein, Biotin, Digoxigenin, jedes Hapten, das 
durch nichtisotopisch markierte Antik5rper erkennbar 
ist , 

Oder eine Obergangsschutzgruppe far die prim^re Amin- 
funktion, die nach der Gesamtsynthese der Nukleinsau- 
resonde XX entfernt wird, darstellt; beispielsweise 
kann in diesem Syntheseansatz X ein Trif luoracetyl . 
VII Oder Fluorenylmethoxycarbonyl XXIII darstellen 



XXIII 

wobei die Kondensationen der Verbindungen XXI und XXII 
dieselben Reaktionszyklen wie fur die Oligonukleotid- 
sequenz synthase verwenden. 
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d) Entfernen des Schutzes der Basen und Phosphate der 
Oligonukleotidkette und 

e) Einfuhren des Tails, der die fur den Nachweis verant- 
wortliche Reaktivitat bereitstellt , auf der Ebene der 
primSren Aminogruppen . 

18. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB 
in der Verbindung XXIa n gleich 1, n' gleich 4 und R2 
eine Cyanoethoxydiisopropylaminophosphoramidit-Gruppe 
ist, so dal3 die hergestellte Verbindung XXIa der Formel 

CH30-<|o3>-C-0-CH : -CH-CH s-CH 2-CH 5 -CH 2 -0-C-<fSV.3CHi 

Q A. A, (a\ 
V OCH3CH2CN CJ 

0CH2 X 6CH. 47 



entspricht. 

19. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daI5 
in der Verbindung XXII 

die Gruppe R2 eine Cyanoethoxydiisopropylaminophosphor- 
amidit-Gruppe ist und 

X eine Fluorenylmethoxycarbonylgruppe und 
n' ' gleich 6 ist, 

so daii die hergestellte Verbindung XXII der Formel 
<f7^ O O-CH2CH2-CN 

48 
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entspricht. 

20. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 7 bis 19, da- 

durch gekennzeichnet, daO im Falle von in 3' (OH) markier- 
ten Oligonukleotiden das CPG durch eine Verbindung der 
Formel 

OH ^ 

(X) 

f unktionalisiert ist, in der DMT und n' die in den An- 
sprtichen 7 bis 11 angegebenen Bedeutungen haben, so daJ3 
nach der Funktionalisierung der Trager der Formel 

cmto-ch2-;h2 

CH-(CHs)«--CH3 



t-CHz-CHz-C-NH (CPg) 



XIX 



entspricht . 



21. Als Zwischenprodukte fur die Herstellung der Marker M 
verwendbare Verbindungen der Formel 
R1-O-CH2-CH2 0 

0 
kz 

(III) 

in der 

n eine ganze Zahl von 2 bis 20 darstellt, 
Ri eine Schutzgruppe fur die primare Alkoholf unktion 
ist, und 

R2 H Oder jede phosphorylierte, gegebenenf alls ge- 

schutzte Gruppe darstellt, die zur Einfiihrung des 
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Synthons III am Ende eines Nukleotids oder eines be- 
reits auf einem fiir einen vorgegebenen Internukleo- 
tidverbindungs-Synthesetyp verwendbaren festen Trager 
kondensierten Synthons geeignet ist, 

und 

X irgendeinen Marker oder eine Obergangsschutzgruppe 

fur die primare Aminf unktion, die nach der Gesamtsyn- 
these der Nukleinsciuresonde entfernt wird, darstellt. 

22. Verbindungen nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, 
daa 

Ri eine im sauren Milieu labile 4 , 4 ' -Dimethoxytrityl- 

gruppe. (abgekurzt DMT) darstellt, und 
R2 eine Cyanoethoxydiisopropylaminophosphoramidit-Gruppe 

darstellt . 

23- Verbindungen nach den Anspruchen 21 und 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi 

X eine Acteyl-, Trif luoracetyl- oder Benzoylgruppe dar- 
stellt. 

24. Verfahren zur Hersteilung der Zwischenverbindungen der 

Formel III, wie in Anspruch 21 definiert, dadurch gekenn- 
zeichnet, daii es von einem 3-Buten-l-ol der Formel 

HO-CH2-CH2-CH=CH2 (xxx) 
ausgeht, das nacheinander den Schritten: Schutz der pri- 
maren Alkoholf unktion, Epoxidierung der Doppelbindung, 
Offnung des Epoxids, Kondensationsreaktion mit einer Ver- 
bindung der Formel 



o 

HO-C-{CHrj)n-NH-X 

(XXXIII) 

uhd Phosphorylierung des Kondensationsprodukts, wie in 
Anspruch 12 beschrieben, vorzugsweise mit den in den An- 
spruchen 13 bis 15 beschriebenen Besonderheiten, unterzo- 
gen wird. 
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Reaktivi-ta-b des Aminzweias 



I S-TT 

j RT « 15-72 min 

3 

s 

J 



S-TT 

RT » 15.72 min 



N-TT 
9 RT • 20.42 min 



N-S-TT 
RT • 15,46 min 




S-N-S-TT 
RT ■ 14a7 mia 



Fig^ 1 



• • • 
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Oligo 23 mer mit Aminzweigen in 5 'OH 



5*>N«SS-OLICO 



16. BIO 92017 NH2 



5%N*SSN*SS-OUGO 



BIO 92018 NH2 17. 



1 



20. BIO 92017 biotiny liert 



BIO 92018 biotinyliert 21. 



i 



BIO 92017 biotinyliert 
BIO 92017 NH2 



BIO 92018 biotinyliert 
BIO 92018 NH2 



Fig. 2a 



Oligo 23 mer mit Aminzwexgen in 5 'OH 



5*>N*SSN*SSN»SS-OUGO 




BIO 92019 NH2 
18. 



BIO 92019 biotinyliert 
22. 




BIO 92019 biotinyliert 
BIO 92019 NH2 



Fig. 2b 



Versuch mit CP6, funktionalisieirb mit 
Zweig "N" jeweils 0,1 M 



TT-S-S 
RT: 10,41 min. 



r 

t : 



S-S-TT 



RT : 10;Z3 min. 



TT-N-S 
RT: 11,60 min. 




N-S-TT-S-N-S 

RT : 10^ min. 



Fig. 3 



In 3 'OH biotinylierte Oligonttkleo1:ide 



3 

k 

Y 



23mer-SSBS 
35 



23mer-SSNS 
31 



23mcr-SSBS 
35 



r 



23iner-<SSB}iS 
36 



23inei-<SSN)jS 
32 



i 



23mcr<SSB)2S 
36 



23mcr-<SSB)5S 
37 



23m«-<SSN)3S 
33 



23mer<5SB})S 
37 



23mcrKSSB)<S 
39 1 



23mer<SSN)4S 
34 



23mer<SSB)4S 
38 



Fig. 



4 
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In 3' und 5' OH biotinylierte Oligonukleotide 



BSS-23inefSSBS 
43 



NSS-23mer-SSNS 
39 



BSS-23nier-SSBS 



1 



43 



(BSS)2-23mcr-(SSB)2S 
44 • 



(NSS)r23xncr- (SSN)2S 
40 



— • (BSS)2-23mcr- (SSB)xS 
44 



i. 



(BSS),-23mer'(SSB),S 
45 



(NSS),-23mcr-{SSN)jS 

11 (BSS)r23mcf(SSB)iS 
45 

if 



(BSS)4-23mef(SSB)4S 
46 



(NSS)4-23nier- (SSN)4S 
42 



2± (BSS)4-23mcr-(SSB)4S 
46 



r 



Fig. 



5 
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Fig. 7 



Kandelabers-truk^uren 




Fig. 8 
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